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„Nur in unseren Träumen sind wir frei. 
Die meiste Zeit über brauchen wir Lohn.“ 
 





Bakterielle Zellhüllenproteine (S-Schichten) können als molekulare Bausteine zur 
Funktionalisierung technischer Oberflächen verwendet werden. Die Proteine fungieren dabei 
als formgebende Muster (Template) oder vermitteln Bindungsstellen für eine 
nanostrukturierte Materialsynthese. In der vorliegenden Arbeit werden drei S-Schicht-
Varianten elektronenmikroskopisch und kraftmikroskopisch charakterisiert und deren 
Templateigenschaften für die nasschemische Platin- und Goldclusterabscheidung vorgestellt. 
Für die Metallisierbarkeit der S-Schichten werden unterschiedliche Wege beschrieben.  
So wird unter anderem eine neue Methode zur Negativkontrastierung der kristallinen 
S-Schichten für die Transmissionselektronenmikroskopie vorgestellt. Dabei werden 
adsorbierte und mit Metallkomplexen aktivierte S-Schichten kurzzeitig einer UV-Strahlung 
ausgesetzt. Verschiedene Methoden für die Beschichtung von technischen Oberflächen mit 
S-Schichtproteinen werden aufgezeigt, insbesondere di  Entwicklung einer neuen Technik für 
die Beschichtung von vorstrukturierten Sensoroberflächen, für die mikrofluidische 
Reaktionsräume geschaffen werden. Durch optimierte Reaktionsbedingungen wird unter 
Nutzung des Selbstorganisationsvermögens der Proteinmonomere eine großflächige 
Beschichtung von Substratoberflächen erreicht. Dies führt bei Anwendung der direkten 
Rekristallisation des Proteins an der Substratoberfläche zur Ausbildung von Monolagen. 
Untersuchungen zur Stabilisierung der S-Schichten am Substrat zeigen, dass diese durch den 
Einsatz von proteinvernetzenden Substanzen, wie Glutaraldehyd, erhöht werden kann. 
Weiterhin wird eine bionanotechnologische Funktionalisierung von mikroelektronischen 
Sensorstrukturen durch Integration metallisierter S-Schichtproteine ausführlich beschrieben. 
Erste Messergebnisse mit einem funktionalisierten Pyrosensor zeigen eine bessere Sensitivität 
durch die Erhöhung der katalytischen Aktivität an der Oberfläche der Nanocluster. Die 
Beschichtung und Vermessung neu entwickelter Piezosensoren der Siemens AG zeigt die 
hohe Sensitivität dieser Sensoren. Die dynamischen Messungen der Massenänderung während 
des Rekristallisationsprozesses werden durch ein thoretisches Modell zur Proteindeposition 
aus einer Monomerlösung interpretiert.      
  Abstract 
Abstract  
 
Bacterial surface layer proteins (S-layer proteins) can be used as molecular building blocks 
for the functionalisation of technically-used surfaces. For example, the proteins serve as 
templates for the production of well-defined patterns or provide binding sites for material 
synthesis at nanoscale. 
 
In this thesis, three different S-layer proteins are characterised by electron and atomic force 
microscopy. The properties of these proteins for being templates for the deposition of 
platinum and gold clusters are introduced. Different ways for the metallisation of S-layers are 
described. One example for this is a new method of negative staining of crystallised S-layers 
for the transmission electron microscopy, where the S-layers, adsorbed and activated with 
metal complexes, are exposed to UV for a short time. 
 
Different methods for coating technically-used surfaces are presented, especially a new 
technique for coating structured sensors' surfaces, which uses microfluidic reaction areas. The 
coating of large substrate surfaces with protein monomers is achieved by controlling the 
reaction conditions of the self-assembly process. If discrete recrystallisation takes place on the 
surface, the process leads to the formation of protein monolayers. Investigations showed that 
the stabilisation of the S-layers on a substrate can be increased by adding protein-linking 
reagents (e.g. glutaraldehyde). 
 
Furthermore, a bionanotechnological functionalisation of microelectronic sensors' surfaces by 
integrating metalised S-layer proteins is described in detail. First results show an increased 
catalytic activity on the surfaces of the nanoclusters. The coating of sensor surfaces with S-
layers has recently been used to develop a piezoelectric sensor by the Siemens AG. This novel 
sensor has shown high sensitivity. Dynamic measurements of mass change during the 
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1      Einleitung 
 
Seit der Voraussage von Gordon E. Moore 1965 (bekannt ls Mooresches Gesetz, engl. 
Moore’s Law), wonach aller 18 Monate eine Verdopplung der Integrationsdichte, also der 
Anzahl mikroelektronischer Bauelemente pro Flächeneinheit, stattfindet [1], beschäftigen sich 
Wissenschaftler mit neuen Methoden zum Aufbau immer kleinerer Strukturen. 
 
Dieser exponentielle Technologiefortschritt ist dieGrundlage der „digitalen Revolution“ und 
bildet heute den Rahmen, an dem die Halbleiterindustrie ihre Entwicklungspläne auf mehrere 
Jahre hinaus festlegt. Die jetzigen Strukturierungstechnologien sind in naher Zukunft nicht 
mehr ausreichend [2]. So wurden 2005 noch Strukturen zwischen 130 und 90 nm hergestellt, 
aber die Produktion für die 65 nm Technik war schon in Vorbereitung. Die Herstellung so 
kleiner Strukturen wird über lithographische Belichtung erreicht. Für noch kleinere Strukturen 
wird ein komplett neues Belichtungsverfahren (DUV-Lithographie) nötig, das mit 
Röntgenstrahlung im 13 nm Wellenlängenbereich arbeitet. Strukturen unter diesem Bereich 
können derzeit mit „Top-down-Technologien“ nicht erreicht werden. An dieser Stelle setzen 
die „Bottom-up-Technologien“ an, die den Prinzipien des Aufbaus biologischer Bausteine 
durch Selbsterkennung und Selbstorganisation folgen. 
 
Viele biologische Bausteine besitzen besondere „intell gente“ Eigenschaften, die sie für den 
Einsatz in der Nanotechnologie hochgradig interessant machen. Zum Beispiel werden die 
Faltung der Proteine in genau definierte dreidimensionale Formen [3], der Aufbau 
spezifischer Strukturen durch Nukleinsäuren [4, 5, 6] und die Fähigkeit von 
Proteinmonomeren zur Selbstorganisation [7] untersucht. Die chemischen Eigenschaften 
dieser Moleküle und die verschiedenen Möglichkeiten zu polymerisieren oder zu 
assemblieren, enthalten ein enormes Potential für die Bildung verschiedenster Strukturen. 
Außerdem können durch chemische Synthesen und biotechnologische Prozesse diese 
Grundbausteine mittlerweile so kombiniert werden, dass neue Strukturen entstehen, wie sie 
natürlicherweise nicht vorkommen. Diese können dann maßgeschneiderte Eigenschaften für 
spezielle Anwendungen in der Nanotechnologie haben.  
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Die Nanotechnologie soll durch ein besseres Verständnis von Strukturen im 
Nanometerbereich (10-9 m) die Entwicklung von neuen nanostrukturierten Werkstoffen und 
Materialien ermöglichen. Sie stellt in naher Zukunft einen bedeutenden Wirtschaftsfaktor dar, 
dessen thematische Bandbreite von der Optoelektroni über funktionalisierte Werkstoffe, 
Nanoanalytik bis hin zur medizinischen Biosensorik reicht. Für zukünftige Entwicklungen 
von Mikrosystemen wird die Integration neu herangereifter Technologien eine zunehmend 
wichtige Rolle spielen. Technische Schlüsselprobleme, die sich aus einer Kombination von 
Biokomponenten mit der Mikrosystemtechnik ergeben, stehen am Anfang ihrer 
Untersuchung. Die Forschung auf diesem Gebiet ist sehr vielseitig und wird motiviert durch 
den allgemeinen Trend zur Miniaturisierung und Funktionalisierung von Bauteilen und 
Systemen. 
 
Mit der Erfindung des Rastertunnelmikroskops durch Gerd Binnig und Heinrich Rohrer, 
wofür sie 1986 den Nobelpreis bekamen, begann die intensive Forschung im Bereich des 
Nanokosmos. Seitdem wurden auf dem Gebiet der Bionanotechnologie viele neue Werkzeuge 
zur Herstellung und Manipulation von submikroskopisch kleinen Strukturen entwickelt [8, 9].  
Zur Herstellung von Nanostrukturen ≤ 10 nm müssen Bausteine der molekularen Ebene zu 
größeren künstlichen Systemen zusammengesetzt werden. Hi rbei sind die Fortschritte der 
Biologie bei der Aufklärung molekularer Mechanismen u d der Struktur funktioneller 
Proteine eine Grundvoraussetzung für die Anwendung der biomolekularen Funktionen in 
technischen Systemen. Die Selbstorganisation einzelner Moleküle zu komplexen strukturellen 
Einheiten unter definierten Bedingungen eröffnet di Möglichkeit, in kurzer Zeit eine große 
Anzahl identischer Strukturen durch Parallelprozesse zu gewinnen. 
 
Ein Beispiel für die technische Umsetzung dieser Strategie ist die Beschichtung von 
biologischen Bausteinen mit Metallen, wie z. B. Platin, Gold, Palladium oder Silber. Bei 
diesem Vorgang fungiert die biologische Struktur als Templat (engl. für Formatvorlage, 
Schablone) [10]. Die unter dem Begriff „Biotemplating“ bekannte Technik wurde bereits an 
einer Vielzahl biologischer Strukturen, wie z.B. Mikrotubuli, Desoxyribonukleinsäure (DNS) 
und S-Schichten (engl.: surface-layer, Oberflächenschicht) durchgeführt [11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 20, 21]. Ziel dieser Untersuchungen war die Entwicklung von Techniken zur 
Erzeugung von wohldefinierten biologischen Templaten und deren Abbildung in gewünschte 
anorganische Strukturen.  
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Die heutigen Untersuchungen gehen schon einen Schritt weiter. Sie beinhalten die Integration 
dieser Elemente in mikroelektronische Strukturen und erschließen damit neue Potentiale für 
innovative Lösungen, wie z.B. die „bottom-up“ Strukturierung sowie neue Anwendungsfelder 
für Sensoren und Messsysteme. Als Beispiele seien hr die selektiven und sensitiven 
Messungen von Stoffkonzentrationen oder Stoffumsätzen in flüssigen oder gasförmigen 
Medien, aber auch die Bestimmung biologischer Parameter wie toxische oder allergene 
Wirkungen genannt. 
 
Durch die Kombination funktionalisierter Biomoleküle mit mikroelektronischen 
Bauelementen können also neuartige Chemo- und Biosens r n sowie Katalysatoren 
entwickelt werden. Bei der Entwicklung mikroelektronischer Strukturen geht es darum, die 
Grundelemente der elektronischen Schaltungen - Transistoren, passive Bauteile, 
Leiterbahnen - zur gewünschten logischen Funktion zu verknüpfen und auf einer 
gemeinsamen Substratfläche geometrisch anzuordnen. Di  Bausteine einer solchen Schaltung 
werden kontinuierlich verkleinert. Diese fortschreitende Miniaturisierung treibt sowohl die 
Strukturierungsprozesse als auch die realisierten Funktionsbausteine an ihre physikalischen 
Grenzen. Werden die Strukturen kleiner als 100 nm, spricht man von Nanotechnologie. Dabei 
werden besondere Materialeigenschaften genutzt, die erst auftreten, wenn sich die 
Strukturabmessungen in der Nähe von Molekül- oder Atomgrößen bewegen. Zu solchen 
Strukturen zählen beispielsweise Leiterbahnen oder Transistoren aus Kohlenstoffnanoröhren 
oder Isolationen aus selbstassemblierten Monolagen [22]. 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der gezielten und effektiven Beschichtung 
mikrostrukturierter Flächen auf Sensorbauelementen mit funktionalisierten Biomolekülen. Es 
sollte erprobt werden, ob die Mikrobauelemente mit dieser Funktionalisierung noch sensitiver 
reagieren, z.B. bei katalytischen Reaktionen durch Vergrößerung der Oberfläche durch 
Metallnanocluster. Erste Überlegungen hierzu beschäftigten sich mit der Herangehensweise 
an die hierarchische Strukturierung, dem Einfügen vo  Nanostrukturen in Mikrobauelemente 
und den Möglichkeiten zur parallelen Prozessführung. Als molekulare Grundbausteine zur 
Funktionalisierung von Sensorstrukturen wurden die Monomere von bakteriellen 
Zellhüllenproteinen (S-Schichten) eingesetzt. Durch die Fähigkeit zur Selbstorganisation 
können ausgehend von monomeren Grundbausteinen nanostrukturierte Flächen aufgebaut 
werden. So können die S-Schichten unter anderem als M ske, zur Musterbildung (engl. 
patterning) für Nanocluster und für die heterogene Keimbildung von Nanoclustern, eingesetzt 
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werden. Für die Herstellung metallischer Nanostrukturen durch die Reduktion von 
Metallsalzen bieten die S-Schichtproteine sowohl in Lösung, als auch nach Adsorption am 
Substrat bevorzugte Bindungsstellen für die Metallkomplexionen und steuern damit die 
Reaktion in Richtung der bevorzugten, heterogenen Kimbildung und unterdrücken die 
homogene Keimbildung. Die so entstehenden Nanocluster haben definierte Größen von 
2 - 10 nm, wobei die Biomoleküle und die geringen Reaktionsvolumina mit definierter 
Stoffmenge begrenzend wirken. S-Schichten zeichnen sich durch ihre evolutionsbedingte 
Vielfalt bei der Ausbildung unterschiedlicher Muster und Strukturen aus. Außerdem besteht 
die Möglichkeit durch gentechnisches Design gewünschte Clusterbindungsstellen zu 
erzeugen.  
 
Die vorliegende Arbeit ist wie folgt gegliedert. Nach den im Kapitel 2 gemachten 
Ausführungen zu allgemeinen Grundlagen sowie Modifikationsmöglichkeiten, 
Metallisierbarkeit und Rekristallisationsfähigkeit der S-Schichtproteine werden im 3. Kapitel 
Grundlagen der eingesetzten mikroskopischen Methoden und Beschichtungstechniken 
beschrieben. Im Kapitel 4 werden die in dieser Arbeit v rwendeten mikroelektronischen 
Strukturen, ein Piezosensor und ein Pyrosensor, vorgestellt. Darauf folgend werden im 
5. Kapitel drei Varianten bakterieller S-Schichtproteine mit ihren speziellen Eigenschaften 
untersucht. Es handelt sich um die S-Schichten von Geobacillus stearothermophilus 
ATCC12980, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 und Bacillus sphaericus 
NCTC9602, welche unterschiedliche Gittersymmetrien b sitzen. Im Kapitel 6 werden die 
experimentellen Untersuchungen zur S-Schichtabscheidung durch Rekristallisation am 
Substrat mit Proteinmonomeren von Bacillus sphaericus NCTC9602 dargestellt, deren 
Resultate mit einem theoretischen Modell zur S-Schicht-Deposition beschrieben werden 
konnten.  Die drei Varianten untersuchter S-Schichten werden dann im 7. Kapitel hinsichtlich 
ihrer Metallisierbarkeit und Dekoration mit Gold- und Platinnanopartikeln und damit unter 
dem Aspekt der technischen Einsatzmöglichkeit dieser S-Schichten beschrieben. Außerdem 
beinhaltet dieser Teil Ausführungen zur Herstellung von Platin- und Goldnanopartikeln. Erst 
danach wird der Schritt vorgestellt, der die eigentliche Herausforderung darstellt: die 
Verbindung der biomolekularen Funktionsschichten mit den mikroelektronischen Strukturen. 
Dazu werden im 8. Kapitel die Integrationsmöglichkeiten der biomolekularen 
Funktionsschichten auf die Sensoroberflächen der beiden unterschiedlichen Bauelemente 
ausführlich beschrieben und mit jeweiligen Messergebnissen vorgestellt. Dabei werden, 
aufbauend auf  Adsorptions-, Substrathaftungs-, Rekristallisations- und Metallisierungs-
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eigenschaften, die Vor- und Nachteile von verschieden n Beschichtungstechniken 
herausgearbeitet. Die Untersuchung der sensorischen Eff kte umfasst den Nachweis von 
chemischen Reaktionen auf den Oberflächen über lokale thermische Effekte auf 
Pyrosensorarrays, die mit den funktionalisierten bakteriellen Zellhüllproteinen beschichtet 
worden sind, sowie die Änderung der Resonanzfrequenz ei es piezoelektrischen Sensors 
durch eine Veränderung der Massenbelegung der Oberfläche, die mit bakteriellen S-Schichten 
und darauf abgeschiedenen Metallclustern funktionalsiert worden ist. Der letzte Abschnitt der 
Arbeit, Kapitel 9, enthält einen Ausblick, in dem zukünftig mögliche Forschungs- und 
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2 Bakterielle S-Schichten als Gegenstand der Bionanotechnologie 
 
2.1 Grundlagen  
 
Die Existenz regulärer Strukturen auf der Oberfläche von Bakterien (Abb. 2.1) ist seit 1953 
bekannt [23]. Erst 20 Jahre später wurde  durch intensive Forschung festgestellt, dass 
kristalline Oberflächenschichten in fast allen untersuchten Klassen von Bakterien und 
Archaebakterien vorkommen, und der für diese Schicht gebräuchliche Begriff des S-Layers 
(engl.: surface layer, Oberflächenschicht) wurde geprägt [24, 25]. Bis zum heutigen Zeitpunkt 
sind S-Schichten bei über 600 Spezies beschrieben, was etwa 10 % aller charakterisierten 













Abb. 2.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Bakterienzellen von Sporosarcina ureae 
ATCC13881 (A) und deren isoliertem Oberflächenprotein (B) mit quadratischer Gittersymmetrie (C).  
 
S-Schichten sind gewöhnlich aus nur einem Typ identscher Protein- oder 
Glycoproteinuntereinheiten (Monomere) mit einem Molekulargewicht von 30 bis zu 220 kDa 
aufgebaut, die über nichtkovalente Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbrücken, hydrophobe 
Wechselwirkungen, ionische Bindungen über zweiwertig  Kationen oder direkte 
Wechselwirkungen polarer Gruppen miteinander verbunden sind [27]. Die Bindungskräfte der 
Monomere untereinander sind stärker als die zur darunte  liegenden Schicht. Nicht selten sind 
auch bestimmte Proteindomänen für die Interaktion mit der Peptidoglykanschicht 
verantwortlich [28]. 
 
Die S-Schichten assemblieren zu einem 2D-Gitter, das schräge (p2), quadratische (p4) oder 
hexagonale (p6) Anordnungen mit Gitterkonstanten zwischen 3 und 35 nm aufweisen kann.  
Die Symmetrie ist abhängig von der Anzahl der Proteinmonomere, die am Aufbau einer 
Einheitszelle beteiligt sind (Abb. 2.2) [29, 30]. 
A B C











Abb. 2.2: Schematische Darstellung von S-Schicht-Proteinuntereinheiten, die eine Einheitszelle bilden. Die 
unterschiedlichen Gittersymmetrien entstehen in Abhängigkeit von der Anzahl der Monomere, die eine 
Einheitszelle bildenden. 
 
In Abhängigkeit von der Struktur entstehen innerhalb des Netzwerkes Poren mit 
Durchmessern von 2 bis 8 nm, die 30 – 70% der Oberfläche einnehmen. S-Schichtmonolagen 
sind 5 – 15 nm dick. Die der Zelle zugewandte Innenseite und die Außenseite unterscheiden 
sich in ihren Eigenschaften [31]. Die mit der Umgebung in Kontakt stehende, eher glatte 
Außenseite ist neutral, während die rauere Innenseite meistens eine negative 
Netto-Oberflächenladung aufweist [20, 32, 33, 34, 35]. Dies liegt an einem Überschuss freier 
Carboxylgruppen an der inneren Seite, während das Verhältnis von Carboxyl- und 
Aminogruppen an der äußeren Seite ausgeglichen ist [36]. S-Schichtproteine enthalten 
durchschnittlich 40-60% hydrophobe und nur wenige oder keine schwefelhaltigen 
Aminosäuren. Der isoelektrische Punkt liegt zwischen 4 und 6.  
Der Anteil der Oberflächenproteine der betreffenden Bakterien und Archaebakterien erfordert 
mit bis zu 12% am gesamten Protein der Zelle einen b trächtlichen Energieaufwand zur 
Synthese, weshalb deren Aufgabe für die Zelle essentiell sein muss. S-Schichten tragen zur 
mechanischen Stabilität der Zellen bei und fungieren als Schutz gegen mechanische und 
chemische Einflüsse. Mit einem Elastizitätsmodul von 30 GPa zählen sie zu den mechanisch 
stabilsten Proteinen [37]. Durch die sehr kleinen Poren wirken S-Schichten als molekulare 
Siebe, die Moleküle oberhalb einer bestimmten Größe (15-40 kDa) am Eindringen in die 
Zelle hindern. Des Weiteren wird eine Funktion als Ionenfalle oder Enzymgerüst vermutet. 
Als äußerste Abgrenzung der Zelle beeinflussen sie die Adsorptionseigenschaften auf Flächen 
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2.2 S-Schicht-Modifikationen für technische Anwendugen  
 
In den letzten zwanzig Jahren haben die umfangreichen Untersuchungen an S-Schicht-
Proteinen zum besseren Verständnis ihres strukturellen, chemischen, genetischen und 
funktionellen Aufbaus geführt. Dieses Wissen ermöglicht es nun, einen Überblick über das 
mögliche Anwendungspotential dieser biologischen Grundbausteine zu erlangen.  
Die wohl bedeutendste Eigenschaft von S-Schichten für ihre praktische Verwendung ist die 
Fähigkeit der isolierten Untereinheiten (Proteinmonomere), im Zuge eines 
Selbstorganisationsprozesses in Lösungen oder an Gre zflächen (z.B. Wasser-Luft, Wasser-
Silizium, Wasser-Lipid) zu assemblieren und dabei di selben Gitterstrukturen wie auf der 
Prokaryontenzelle auszubilden. Dazu werden die S-Schicht-Proteine von der Zelle extrahiert 
und mit Hilfe chaotropher Substanzen (wie Guanidinhydrochlorid, Harnstoff) oder durch 
starke pH-Wert-Absenkung in ihre Monomereinheiten zerlegt. Die periodische S-
Schichtstruktur ist aus einer einzigen (Glyco-) Proteinspezies aufgebaut und besitzt Poren mit 
einheitlicher Größe und Struktur. Dadurch sind für jede molekulare Einheit identische 
physikochemische Eigenschaften bis in Subnanometerbereiche definiert. Infolge dessen 
stellen S-Schichten ein hervorragendes Substrat für echnologische Anwendungen dar. Für 
den Einsatz der S-Schichten ist es deshalb unabdingar, ihre Immobilisierung von Molekülen 
auf Substratoberflächen zu kontrollieren.  
Das Anwendungspotential der S-Schichten in der Biotechnologie und molekularen 
Nanotechnologie reicht vom Einsatz zur Immobilisierung von funktionellen Molekülen über 
die Stabilisierung von Lipidmembranen bis hin zum Biotemplat. So kommen S-Schichten 
aufgrund ihrer definierten Porengröße als Ultrafiltrationsmembranen zum Einsatz [38] oder 
eignen sich als Matrizen für die Immobilisierung funktioneller Moleküle [39] und können u.a. 
in der Immuntheraphie von Krebs und Allergien eingesetzt werden [40, 41, 42]. Für eine 
spezifische Verwendung bedarf es jedoch der Optimierung der Bindungseigenschaften, ohne 
dabei die physikochemischen Charakteristika wie Selbstassemblierung und Gittersymmetrie 
zu verändern. Hierfür können S-Schicht-Proteine chemisch oder gentechnisch modifiziert 
werden. Durch chemische Modifikationen können organische Moleküle  kovalent mit 
S-Schicht-Strukturen verknüpft werden. Dies erfolgt neben den Hydroxyl- und 
Aminogruppen vor allem an exponierten Carboxylgruppen [43]. Mit gentechnischer 
Modifikation kann eine gerichtete Immobilisierung funktioneller Proteine durch Fusion des 
für dieses Protein kodierenden „open reading frames“ (ORF) mit einem S-Schicht-Gen 
erreicht werden. Voraussetzung für ein gentechnisches Design bakterieller Hüllproteine ist die 
Kenntnis der Primärstruktur sowie der für das S-Schicht-Protein kodierenden DNA-Sequenz 
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[44, 45]. Dieses Wissen kann beispielsweise zur Entwicklung von Strategien der Herstellung 
Edelmetall bindender S-Schicht-Proteine genutzt werden. Um selektive Affinitäten für 
Metallionen und deren Anbindung mit einem definierten Protein/ Metallionen-Verhältnis zu 
erreichen, können die Hüllproteine mit Metall binden Proteinen gekoppelt werden [46]. 
 
 
2.3 Metallisierung von S-Schichten  
 
Durch Ablagerung oder Anbindung metallischer Nanopartikel auf den kristallinen 
Proteinschichten können diese metallisiert werden. Zum einen können die Proteinkristalle 
durch Bedampfung mit Metallen oder mit Metallkolloiden aus einer wässrigen Lösung 
dekoriert werden [47]. Zum anderen kann die Synthese der Metallcluster durch Reduktion 
entsprechender Metallsalze direkt an metallaffinen Z tren des S-Schicht-Proteins stattfinden 
(Abbildung 2.3.1) [48, 49, 50].  
 
   
A B
 
Abb.2.3.1: A: REM-Aufnahme eines S-Schicht-Templates, mit Au-Nanoclustern aus Kolloidlösung dekoriert. 
B: TEM-Aufnahme von direkt an der S-Schicht von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 
erzeugten Pt-Nanoclustern durch Reduktion mit DMAB. 
 
Bisher ging es dabei ausschließlich um die Aufklärung  von Eigenschaften des Proteins selbst, 
um Informationen über die Struktur, Ladungsverteilungen und Konformationsänderungen [35, 
51]. Für die Aufklärung strukturell bedingter Affinitäten bietet die Abscheidung aus einer 
wässrigen Lösung die wesentlich günstigeren Bedingungen, da sich das Protein in seinem 
natürlichen Medium befindet und allseitig für Wechselwirkungen zugänglich ist. Idealerweise 
soll die Synthese der Metallcluster in wässriger Umgebung von den S-Schicht-Proteinen 
gesteuert werden, wobei am Biotemplat eine heterogene Nukleation stattfinden muss. 
Erforderlich ist dazu eine Anbindung von Metallkomplexen an die S-Schicht [52, 14, 20, 21]. 
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Dieser als Aktivierung bezeichnete erste Prozessschritt beinhaltet die Inkubation des 
S-Schicht-Proteins mit einer Metallsalzkomplexlösung, wobei ein Bruchteil der zur 
Clusterbildung notwendigen Menge an Metallkomplexen anbindet. Durch Zugabe eines 
Reduktionsmittels wird die Bildung der metallischen Cluster ausgelöst. Die von der S-Schicht 
gesteuerte heterogene Keimbildung und  das anschließende Keimwachstum stehen in 
Konkurrenz zu homogen in der Lösung entstehenden Keimen und deren Wachstum. Das 
Verhältnis der Kinetiken beider Mechanismen sollte zugunsten der heterogenen Keimbildung 
verschoben werden, um einen Einfluss des Biotemplates uf die Metallclustersynthese zu 
erreichen. Wichtigste Parameter sind hierfür das Maseverhältnis von Protein und Metall, die 
Temperatur sowie Art und Konzentration der Metallkomplexe und des Reduktionsmittels. Es 
gibt bereits zahlreiche Untersuchungen zur Beschreibung der Vorgänge bei der Keimbildung 
und dem Wachstum von Platinclustern in Lösung und an Biopolymeren [53, 54, 55, 56, 57, 
58, 59]. Über die Anbindung hydrolysierter Platinkomplexe an S-Schicht-Proteine wurden 
eingehende UV/VIS spektroskopische Untersuchungen vo  Wahl durchgeführt [20]. Im 
Ergebnis zeigte sich, dass an S-Schicht-Proteinen vo  Bacillus sphaericus bis zu 300 
Komplexe pro Monomer anbinden können. Die Auswahl der zur Reduktion eingesetzten 
Substanzen richtet sich unter anderem nach deren Kompatibilität zum Biotemplat sowie der 
Form und Größe der entstehenden Cluster. Häufig eingesetzte Reduktionsmittel sind 
beispielsweise Borane [60], Citrat [61], γ-Strahlung [62] oder gasförmiger Wasserstoff [63]. 
Prozeduren, die extreme Temperaturen, pH-Werte oder Strahlung erfordern, sind zur 
Reduktion in Anwesenheit von S-Schicht-Proteinen nicht geeignet. Vielmehr können durch 
solche Synthesen Kolloidlösungen mit Partikeln in gewünschter Größe, Form, Stabilität und 
Oberflächenladung hergestellt werden, die dann für eine Dekoration der S-Schichten zur 
Anwendung gelangen [64, 65] (siehe hierzu Kapitel 7). Das Ziel einer solchen 
Partikelsynthese sind monodisperse, stabile Systeme. Aufgrund der Grenzflächenenergie 
befindet sich kolloidales Metall in einem hochenergetischen Zustand und zeigt die starke 
Tendenz zur Agglomeration. Die Stabilisierung der Lösungen ist deshalb unabdingbar. Dies 
kann elektrostatisch durch Polyanionen wie Citrat [66] oder sterisch durch Adsorption von 
Polymeren [67] oder amphiphilen Molekülen erreicht werden. Erfolgt die Anbindung der 
Kolloide an kristalline S-Schichten in einer Lösung, werden diese auch durch die 
Proteinmatrix stabilisiert. 
 
Über die elektronische Struktur der S-Schichten und deren Veränderung lassen sich 
Erkenntnisse über den Bindungsmechanismus der Komplexe an das Protein und über die 
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Eigenschaften der synthetisierten Metallcluster gewinnen [68, 69, 70]. Für den Einsatz in 
technischen Anwendungen ist es notwendig, unterschiedliche Edelmetalle templatgesteuert 
synthetisieren zu können. Einen Beitrag hierzu leistet diese Arbeit, wo gezeigt werden kann, 
dass flächig rekristallisierte Monolagen in den gewünschten Bereichen mikrostrukturierter 
Bauelemente metallisiert werden können (siehe auch Kapitel 8, Abschnitt 8.3). 
 
 
2.4 Rekristallisation von S-Schichten an Oberflächen  
 
Fast alle vorangegangenen Arbeiten zur Charakterisierung und Nutzung bakterieller 
Oberflächenproteine als Biotemplat beschäftigen sich mit bereits kristallin in einer 
Suspension vorliegenden S-Schichten, z.B. als flächige (engl. sheets) oder röhrenförmige 
(engl. tubes) Strukturen [43, 52, 20, 21]. 
Ein wichtiger Ansatz, der in dieser Arbeit verfolgt wurde, ist die Rekristallisation der 
Monomere direkt an der Substratoberfläche [71, 72]. Durch die Zugabe chaotropher 
Substanzen, wie z.B. GHCl können die kristallinen S-Schichten komplett in ihre 
Monomeruntereinheiten zerlegt werden, wobei die Zerlegung auf der Spaltung von 
Wasserstoffbrückenbindungen beruht. Wird das chaotrophe Reagenz durch Dialyse wieder 
entzogen, erhält  man eine rekristallisationsfähige Monomerlösung. Die Zugabe von 
zweiwertigen Ionen, z.B. Mg2+-Ionen, initiiert die Rekristallisation der Monomere.  
 
Durch verschiedene Parameter wie Proteinkonzentration und MgCl2-Konzentration lässt sich 
die Rekristallisation auf dem Substrat zu geschlossenen monolagigen Filmen, aufgebaut aus 
vielen kristallinen Domänen oder einer großflächig einkristallinen Schicht, beeinflussen. 
Auch die Variation der Rekristallisationszeit ist maßgeblich. Proteinkonzentrationen von 
1 mg/ml und mehr führen in kurzer Zeit zur Ausbildung vieler Rekristallisationszentren, 
während bei geringeren Konzentrationen (0,1 mg/ml) die Tendenz zur langsameren 
Assemblierung von großen einkristallinen Flächen beobachtet werden kann (siehe 
Abbildung 2.3.2). Das hängt mit der Entstehung einer kritischen Keimgröße in Abhängigkeit 
von der Übersättigung der Monomerlösung zusammen. Bei einer höheren 
Monomerkonzentration bilden sich sehr schnell viele Nukleationsstellen, von denen aus ein 
stabiles Keimwachstum ermöglicht wird. Während bei s hr geringen Konzentrationen die 
Nukleationsphase nur an wenigen Stellen erreicht wird, von denen dann das Wachstum 
größerer einkristalliner Flächen ausgeht. 
                                      2         Bakterielle S-Schichten als Gegenstand der Bionanotechnologie   
 13 
 
    
 
Abb.2.3.2: TEM-Aufnahmen direkt am Substrat rekristallisierter S-Schichtmonomere von B. sphaericus NCTC 
9602. Links: Großflächig rekristallisierter Bereich, ausgehend von vielen Rekristallisationszentren. Die 
Proteinkonzentration betrug ca. 1mg/ ml unter Zugabe von 1 mM MgCl2. Negativkontrastierung mit 2,5% UA. 
Im Falle vieler kleiner kristalliner Domänen wird im Powerspektrum (Insert) ein heller Ring mit dem 
gemessenen Abstand von 12,8 nm sichtbar. Rechts: Großflächig einkristalliner Bereich einer reassemblierten 
S-Schicht. Eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ ml und 1mM MgCl2 wurden verwendet. Der Kontrast wurde 
durch eine UV-Aktivierung mit Metallionen aus einer PtNO3-Lösung erreicht (siehe auch Abschnitt 5.2). Das 
Powerspektrum in der rechten oberen Ecke zeigt eine Periodizität (p4) mit Abständen von 13 nm.  
 
Durch die Möglichkeit der Verwendung solcher Proteinmonomerlösungen können 
Oberflächen strukturgenau mit einer kristallinen Monolage beschichtet werden. Deren 

























Die Untersuchung von Nanostrukturen erfordert Mikros opieverfahren mit höchsten 
Auflösungen. Beim Einsatz eines optischen Mikroskopes ist die Auflösungsgrenze durch die 
numerische Apertur (NA) des Objektivs und durch die verwendete Wellenlänge gegeben, 
  







     (3.1) 
 
wobei α den halben Öffnungswinkel des Objektivs, n den Brechungsindex vor der 
Objektivlinse und λ die Wellenlänge beschreibt. Für die Verwendung vonsichtbarem Licht 
folgt hieraus eine Auflösungsgrenze von ~ 500 nm. Ubessere Auflösungen zu erzielen, 
bietet es sich an, die Wellenlänge zu verkleinern, was z.B. durch den Einsatz von Elektronen 
anstelle von optischen Photonen erreicht wird. Für die Abbildung atomarer Strukturen und die 
Analytik der chemischen Zusammensetzung bis hin zur Bindungsanalyse von Strukturen im 
Subnanometerbereich hat sich die Transmissionselektronenmikroskopie als eines der 
wichtigsten Instrumente der Physik, Materialwissenschaft und Biologie etabliert. Die 
Abbildungsfehler der Objektivlinse häufig verwendeter Elektronenmikroskope – sphärische 
und chromatische Aberration – beschränken die Auflös ng auf 0.1 bis 0.2 nm, nur wenige 
höher auflösende Geräte sind genauer. 
 
Bei der Analyse von Oberflächen mit der Rasterelektronenmikroskopie liegt die 
Auflösungsgrenze derzeit bei etwa 3 nm. Die Untersuchung von Proben mit herkömmlichen 
Elektronenmikroskopen erfolgt unter Hochvakuum, um Streuprozesse von Elektronen an 
Gasmolekülen zu vermeiden. Für die Untersuchung biologischer Proben bedeutet das eine 
aufwendige Probenpräparation und macht eine Beobachtung in ihrer natürlichen Umgebung, 
dem wässrigen Medium, unmöglich. Hier bietet die Kraftmikroskopie die Möglichkeit, 
Oberflächenstrukturen biologischer Proben an Luft oder in Flüssigkeiten, zu charakterisieren. 
Dabei sind unter Verwendung von Standardspitzen laterale Auflösungen im Bereich von 1 bis 










Die Rasterelektronenmikroskopie ist ein Verfahren, das zunächst für die Untersuchung von 
Werkstoffen eingesetzt wurde und sich später auch besonders wertvoll für die Erforschung 
natürlicher oder künstlich hergestellter Oberflächen biologischer Objekte erwies. Seit der 
Vorstellung des ersten Universal-Elektronenmikroskops 1940 durch Manfred von Ardenne 
schreitet die Entwicklung und Verbesserung ständig fort, so dass Auflösungsvermögen und 
analytische Fähigkeiten ständig verbessert werden.  
 
Das hier verwendete Rasterelektronenmikroskop (englisch: SEM "Scanning-Electron-
Microscope") besitzt eine LaB6-Katode als Elektronenemissionsquelle und ein 
elektromagnetisches Linsensystem. Der beim Auftreffen auf die Probe ins Material 
eindringende Elektronenstrahl, verursacht zwei Effekte, die zur Bilderzeugung genutzt 
werden können. Durch die Wechselwirkung der negativ geladenen Elektronen mit den positiv 
geladenen Kernen werden diese in ihrer Bahn abgelenkt (gestreut). Es entstehen so genannte 
Rückstreu- bzw. Back-Scatter-Elektronen (RE). Durch Stossprozesse der eingestrahlten 
Elektronen mit den Elektronen der Probenatome werden Sekundärelektronen (SE) freigesetzt. 
Letztere besitzen nach Verlassen der Atomhülle nur sehr geringe kinetische Energie 
(E < 50 eV), so dass nur die nahe der Probenoberfläche erzeugten SE aus der 
Probenoberfläche austreten. Mit SE-Bildern können Informationen aus Schichten mit 5 -
50 nm Tiefe gewonnen werden, was auch stark abhängig von der Topographie der Oberfläche 
(Topographiekontrast) ist. Die höherenergetischen RE strahlen in alle Richtungen ab. Sie 
können mittels eines großflächigen BSE-Detektors (Back-Scatter-Electron-Detektor), der sich 
über der Probe befindet, registriert werden. Schwere Elemente mit einer größeren positiven 
Kernladung lenken die Elektronen stärker ab als leicht  Elemente mit niedrigen 
Kernladungszahlen. Bereiche mit vorwiegend schweren Elementen erscheinen durch die 
größere Zahl an RE heller als Bereiche, die hauptsächlich leichte Elemente enthalten 
(Materialkontrast). Die Streuung führt mit zunehmend r Eindringtiefe zu einer Verbreiterung 
des Elektronenstrahls. Es kommt zur Ausbildung eines birnenförmigen Interaktionsvolumens 























Abb. 3.1.1.1: Schema der durch den Primärelektronenstrahl hervorgerufenen wichtigsten Elektronenemissionen 
im Rasterelektronenmikroskop. 
 
Zur Untersuchung biologischer Proben sind Niederspannungsgeräte besonders geeignet. Die 
dünnen Schichten an Oberflächen sind bei hohen Beschleunigungsspannungen nicht zu sehen, 
da sie nur einen sehr geringen Beitrag zum Gesamtkontrast liefern. Zweitens können die 
empfindlichen Proben leicht durch hohe Strahlung geschädigt werden. Mit niedriger 
Beschleunigungsspannung ist die Eindringtiefe der Elektronen geringer und im Bereich 
zwischen 1 und 10 keV übersteigt die Anzahl der emittierten Elektronen die der absorbierten 
Primärelektronen, womit eine negative Aufladung derProbe vermieden werden kann. So 
können beispielsweise dünne S-Schichten ohne zusätzliche Ableitung durch 
Kohlenstoffbedampfung abgebildet werden. Unter Nutzung eines axial um die Objektivlinse 
angeordneten In-lens-Detektors lassen sich bei kleinen Arbeitsabständen im Vergleich zum 
Kammerdetektor vom Everhart-Thornley-Typ [76] sehr kontrastreiche Abbildungen erzielen 
(Abb.3.1.1.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurde für die rasterelektronenmikroskopischen 
Untersuchungen ein Gerät der Firma Zeiss (Deutschland), Gemini 982 mit LaB6-Kathode 
verwendet. Für die Abbildung der in dieser Arbeit un ersuchten S-Schichten auf Silizium und 
später auf den mikroelektronischen Bauelementen wurde mit einer Beschleunigungsspannung 










Abb. 3.1.1.2: A: Kontrastreiche REM-Abbildung mittels In-lens-Detektor von einer mehrlagigen S-Schicht von 
Bacillus sphaericus nach Aktivierung mit Platinkomplexen (starker Materialkontrast). B: REM-Abbildung 
derselben S-Schicht wie A mittels Kammerdetektor. Der Kontrast ist viel schwächer und wird hier durch 






Die technischen Voraussetzungen zur Entwicklung des El ktronenmikroskops entstanden 
1925 mit der Entdeckung von H. Busch, dass ein rotationssymmetrisches, inhomogenes 
Magnetfeld als Elektronenlinse für Elektronenstrahlen eingesetzt werden kann. Im Jahre 1931 
verwirklichte Ernst Ruska  die Idee von der magnetischen Bündelung von Elektronenstrahlen, 
als er zusammen mit Max Knoll, der das Prinzip des Abrasterns einer Oberfläche mit einer 
Elektronenstrahlsonde vorgeschlagen hatte, das erste Elektronenmikroskop baute. Es war ein 
Durchstrahlungselektronenmikroskop und lieferte somit keine Bilder des Oberflächenreliefs, 
sondern zeigte nur die Verteilung der Masse im Objekt. Ernst Ruska baute 1933 ein zweites 
Elektronenmikroskop, das die lichtmikroskopischen Abbildungsmaßstäbe mit einem 
Auflösungsvermögen von 50 nm bei weitem übertraf. Das erste serienmäßige 
Elektronenmikroskop wurde 1938 von Siemens produziert. 
 
Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine genaue Umsetzung des Prinzips 
eines klassischen optischen Mikroskops auf die Elektronenoptik. Die Elektronenquelle besteht 
aus einer Kathode, z.B. Wolframdraht, Lanthan-Hexaborid-Kathode oder 
Feldemissionskathode, die elektrisch aufgeheizt wird, so dass Elektronen emittiert werden. 
Die Beschleunigungsspannung der Elektronen beträgt zwischen einigen 10 keV bis zu über 
einem MeV. Die Wellenlänge der Elektronen ist demnach sehr viel kleiner als der typische 
interatomare Abstand. Da die numerische Apertur von magnetischen Linsen  sehr viel kleiner 
als eins ist, benötigt man diese extrem kleinen Wellenlängen. Nur Mikroskope, deren 
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Elektronenenergien größer als etwa 200 keV sind, können Gitternetzebenen abbilden. Die von 
den Elektronen durchleuchtete Probe wird mit magnetischen Linsensystemen, die der Optik 
von Lichtmikroskopen nachempfunden sind, abgebildet. Als Detektoren verwendet man 
entweder Phosphorschirme, photographische Emulsionen d r CCD-Kameras. 
Die Abbildung im Transmissionselektronenmikroskop ist nur dann möglich, wenn die Proben 
so dünn sind, dass bei der Abbildung keine vollständige Absorption der Elektronen und keine 
Vielfachstreuung auftreten. Wenn die Detektion der Elektronen nicht in einer Objektebene, 
sondern in einer Fokusebene erfolgt, misst man, wie auch beim klassischen optischen 
Mikroskop, die Fouriertransformation der Abbildung [77]. Die zu untersuchenden Proben 
sollten sich nicht aufladen und gegen Strahlen möglichst unempfindlich sein [78]. Die 
Untersuchung von S-Schichten mit dem TEM hat den Vorteil, dass keine aufwendige 
Probenpräparation notwendig ist. Die S-Schichten werden aus wässriger Lösung auf 
kommerziell erhältlichen TEM-Grids adsorbiert, die mit einem amorphen, sehr dünnen 
Kohlefilm beschichtet sind. Zur Erzeugung eines Bildkontrastes können die nativen S-
Schichten mit Metallen bedampft werden oder sie werden durch Einbettung von 
Schwermetallen (z.B. Uranylacetat) kontrastiert (Abb.3.1.2.1A). Bei metallisierten S-
Schichtproben ist dies nicht nötig. Das Protein selbst ist im TEM kaum sichtbar, aber die 






Abb. 3.1.2.1: A: TEM-Aufnahme einer mit Uranylacetat negativ kontras ierten S-Schicht von Bacillus 
sphaericus NCTC 9602. A-Insert: Powerspektrum mit den periodischen Reflexen der p4 Gittersymmetrie. B: 
TEM-Aufnahme einer mit Pt-Nanoclustern metallisierten S-Schicht von Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes EM1, deren p6 Gittersymmetrie in dieser Vergrößerung nicht zu erkennen ist. B-Insert: Mit 
der Software WSxM erstelltes Powerspektrum des gesamten Bildausschnittes, wodurch die periodischen 
Reflexen der p6 Gittersymmetrie gezeigt werden. Die Reflexe sind doppelt zu sehen, da es sich bei der im 
Ausschnitt abgebildeten S-Schicht um eine röhrenförmige Struktur handelt. 
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Die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden im Rahmen dieser 
Arbeit an einem Gerät der Firma Zeiss (Deutschland), EM 912 mit LaB6-Kathode, Omega-






Die Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM) hat sich seit ihrer 
Erfindung von Binnig, Quate und Gerber im Jahr 1986 zu einer etablierten Methode für 
Untersuchungen von biologischen Makromolekülen und Zelloberflächen an der Luft oder in 
Flüssigkeiten entwickelt [79, 80]. Als Weiterentwicklung der Rastertunnelmikroskopie (engl. 
scanning tunnel microscopy, STM) ermöglichte sie auch die Abbildung nicht leitender 
Oberflächen. Das Messprinzip beruht auf der mechanischen Wechselwirkung zwischen einer 
dünnen Spitze (meist aus Silizium) am Ende eines beweglichen Cantilevers (elastischer 
Ausleger) und der Probenoberfläche, die Linie für Linie abgerastert wird. Durch 
zwischenmolekulare Kräfte kommt es zur Verbiegung des Cantilevers, die anhand der 














Abbildung 2.3.3.1: Prinzipskizze eines Atomkraftmikroskops 
 
Die Atomkraftmikroskopie kann in den drei unterschiedl chen Betriebsweisen contact mode, 
tapping mode und non nontact mode genutzt werden [81]. Im contact mode berührt die 
Sondenspitze während des gesamten Scannvorgangs die Prob noberfläche und wird durch 
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interatomare Abstoßungskräfte ausgelenkt. Nachteilig an dieser Mikroskopieart ist, dass die 
Spitze über die Probe "geschleift" wird, wodurch empfindliche Oberflächen zerstört werden 
können. Im non contact mode bewegt sich die Spitze unmittelbar über der Probenrfläche. 
Van-der-Waals Kräfte, die zwischen Spitze und Probe anziehend wirken, werden detektiert 
und in Topographie-Bilder umgesetzt. Diese Kräfte sind ehr gering. Daher wird die Spitze in 
geringe Oszillation versetzt, um aus der Änderung der Amplitude, Phase oder Frequenz 
Rückschlüsse auf die wirkenden Kräfte ziehen zu können. Für eine hohe Auflösung ist es 
notwendig, dass die Spitze sehr nahe der Probenoberfläche oszilliert, wodurch es zu 
unerwünschtem Kontakt mit der Probe kommen kann. Für biologische Proben wird meist der 
tapping mode verwendet. Hierbei wird der Cantilever über ein Piezoelement mit oder nahe an 
seiner Resonanzfrequenz zur Oszillation angeregt (typische Frequenz 300kHz) und so in 
einem Raster über die Oberfläche bewegt, dass er sie im Amplitudenminimum einer 
Schwingung berührt. Die vorgegebene Setpointamplitude (Sollwert) wird über einen 
Regelkreis, der das z-Piezoelement nachgeregelt, konstant gehalten. Anders als im non 
contact mode ist die Oszillationsamplitude groß genug um die Adhäsionskräfte der Probe zu 
übersteigen. Die Amplitudenänderung wird verwendet, um Oberflächenstrukturen zu 
identifizieren und zu messen. Scannt die Spitze über Erhöhungen, wird die Amplitude der 
Oszillation geringer (Dämpfung), über einer Vertiefung steigt sie an. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden die Messungen am AFM Nanoscope IIIa (Digital Instruments, USA) im 
tapping mode an Luft durchgeführt. Es wurden Siliziumspitzen mit einer Resonanzfrequenz 












3.2 Beschichtungstechniken für Oberflächen mit S-Schichtproteinen 
 
Für die Integration molekularer Bausteine in mikroelektronische Strukturen können 
verschiedene Beschichtungstechniken eingesetzt werden, um fest haftende Schichten auf 
Substratoberflächen zu erzeugen. Dabei stellt die getrennte Optimierung von Oberflächen 
einen großen Fortschritt dar. Zur kontrollierten Funktionalisierung technischer Oberflächen 
mit organischen Molekülen sind entsprechend schonende Beschichtungstechniken 
erforderlich. Sind die zu beschichtenden Flächen außerdem sehr klein, wie z.B. im Fall von 
integrierten Sensorelementen, wird das zu einer großen Herausforderung. In den folgenden 
Abschnitten werden einige Verfahren zur Beschichtung technischer Oberflächen mit S-
Schichtprotein vorgestellt und diskutiert. Die Funktionalisierung solcher Sensorstrukturen 
erfordert Techniken mit hoher Präzision für die Beschichtung. Verschiedene Methoden, wie 
Sputtern, Verdampfen, Sprayen sind hinsichtlich der Empfindlichkeit der Molekülbausteine 
oder für die strukturelle Begrenzung der funktionale  Flächen ungeeignet. Daher ist es 
notwendig, für die Beschichtung geeignete Techniken zu finden oder zu entwickeln, die die 
Erhaltung der biologischen Funktionalität der Molekül  garantieren und gleichzeitig ein 
flächenstrukturiertes Aufbringen ermöglichen. Mit der Filmwaagetechnik (siehe Abschnitt 
3.2.1) lässt sich die Beschichtung für großflächige Substrate unter optimalen, physiologischen 
Bedingungen für die S-Schichtproteine realisieren. Allerdings ist diese Methode zur 
Beschichtung vorgegebener Strukturen innerhalb großer Flächen nicht anwendbar. Hierfür 
wäre das Mikropipettieren (siehe Abschnitt 3.2.2) geei net, wobei die geometrische 
Strukturierung zur effizienten Bedeckung auf kreisförmige Flächen beschränkt ist und die 
eingesetzten geringen Flüssigkeitsvolumina schwierig zu handhaben sind. Diese 
Technikdefizite lassen sich mit Systemen aus der Mikrofluidik (siehe Abschnitt 3.2.3) 
beheben, wo mikroskalierte Substrate mit geringsten Flüssigkeitsmengen durch die Schaffung 
von geeigneten Reaktionsräumen beschichtet werden kön en.  
Andere Methoden, die für das strukturierte Aufbringe  von Biomolekülen auf 
Festkörperoberflächen bereits eine breite Anwendung fi den, werden in weiterführenden 
Arbeiten untersucht. Dazu gehören das 1993 von  Whitesides entwickelte Microcontact 
Printing [82] und das Transfer Printing [83, 84], wo mit elastischen Stempeln aus PDMS 
(siehe Abschnitt 3.2.3) kleine Moleküle und Partikel übertragen werden können, sowie die 
Anwendung von Lift-off Prozessen nach der Mikrostrukturierung von Bauelemnten [85]. Bei 
letzterer Variante wird auf dem Substrat eine Maske aus (strukturiertem) Fotolack hergestellt. 
Nach deren ganzflächiger Metallisierung wird der Fotolack mit der darauf befindlichen 
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Metallisierung entfernt (Lift-off-Technik). Es verbleiben nur die gewünschten 
Metallstrukturen in den Öffnungen der Maske. 
 
3.2.1 Filmwaagetechnik  
 
Die ersten Studien zu monomolekularen Lipidschichten an Wasseroberflächen machte 1920 
der Chemiker Irwing Langmuir, wofür ihm 1932 der Nobelpreis verliehen wurde. Einige 
Jahre später gelang es Katherine Blodgett solche Scichten auf feste Substrate zu übertragen. 
Deshalb ist dieses Verfahren als Langmuir-Blodgett-T chnik (LB-Technik) bekannt. Die 
Filmwaage besteht aus einem mit einer Subphase gefüllten Teflontrog und beweglichen 
Barrieren, die eine Variation der Oberfläche ermöglichen. Über ein in die Flüssigkeit 
eintauchendes Plättchen, das an einer Federwaage befestigt ist, kann der Einfluss der 
Oberflächenspannung auf die Gewichtskraft des Plättchens gemessen werden (Wilhelmy 




Abb. 3.2.1.1: Schematische Darstellung eines Langmuir-Blodgett-Systems 
 
Zur Untersuchung von Beschichtungsmöglichkeiten großflächig unstrukturierter Flächen 
wurde die Filmwaagetechnik eingesetzt. Genutzt wurde abei die Eigenschaft der 
S-Schichtproteine, nach Zerlegung durch chaotrophe Substanzen (siehe Abschnitt 2.4) aus 
ihren Monomeruntereinheiten an einer Luft-Wasser-Grenzfläche eine monomolekulare 
Schicht auszubilden, die mittels der Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) oder der 
Schäfer-Methode auf ein Substrat übertragen werden kan [87]. Bei der LB-Technik wird der 
Träger senkrecht in die Subphase eingetaucht oder herausgezogen, wobei der Filmdruck 
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durch das Verschieben der Barrieren konstant gehalten wird. Hierdurch wird der Film mit 
seiner hydrophoben oder hydrophilen Seite auf das Substrat geschoben und es lassen sich 
durch mehrfaches Tauchen und Herausziehen prinzipiell Mehrfachschichten erzeugen. Mit 
der Schäfer-Methode wird der Film durch waagerechtes Auflegen und Abheben des 
Substrates auf die Subphase übertragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein LB-System KSV 
2000 der Firma KSV (Helsinki) verwendet. Mit dieser Technik wurden nur einige Proben, 
insbesondere für die TEM-Untersuchungen zur Charakte isierung der S-Schichten von 
Bacillus sphaericus, durch waagerechtes Auflegen und Abheben der TEM-Netzchen auf die 
Subphase angefertigt (Schäfer-Methode). Mit dem Übergang zur Beschichtung strukturierter 





Die Proteinbeschichtung definierter Flächen innerhalb mikroskaliger Sensorbauelemente ist 
mit der LB-Technik nicht möglich, da hier nur die gsamten Bauelemente getaucht oder 
aufgelegt werden können. Die im Rahmen dieser Arbeit zu beschichtenden Sensoren sollten 
nur partiell auf den aktiven Pixelflächen funktionalisiert werden und es galt, empfindliche 
Bereiche, wie zum Beispiel Zuleitungen, möglichst nicht zu benetzen. Hierzu wurde zunächst 
die Anwendung eines Mikromanipulators LN SM I der Firma Luigs & Neumann, 
Feinmechanik und Elektrotechnik GmbH, 40880 Ratingen, Germany,  zum Pipettieren kleiner 
Flüssigkeitsvolumina untersucht. Der experimentelle Aufbau zur Beschichtung der Pyro- und 




Abb. 3.2.2.1: Schematische Darstellung des Mikromanipulatorarbeitsplatzes. 
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Der spezielle Versuchsaufbau erlaubt die genaue Positionierung einer Mikroglaskapillare, die 
an einem 3D-Mikromanipulator montiert ist. Die Befüllung der Kapillare und die weitere 
Flüssigkeitsmanipulation geschieht über einen Eppendorf-Hochdruckmanipulator CellTram 
Vario. Die nach der S-Schichtpräparation vorliegende Proteinsuspension wird nach ihrer 
Metallisierung in die Mikrokapillare überführt, die mit Hilfe des Mikromanipulators über den 
aktiven Flächen des Sensors positioniert werden kan, um kleine Tropfen (ca. 0,5 µl) darauf 
abzulegen. Die in der Suspension funktionalisierten S-Schichten (Patches, Röhren) 
adsorbieren dann an der Sensoroberfläche (siehe Abschnitt 7.2). Die Positionierung der 
Kapillarspitze über der Probe, die Annäherung der Kapillare an die Oberfläche und das 
Ablegen des Tropfens auf dem Substrat wurden mit zwei entsprechend angeordneten 
Stereomikroskopen der Firma ZEISS verfolgt.  
 
 
3.2.3 Adsorption in mikrofluidischen Systemen 
 
Die Idee zur Verwendung von Mikrofluidiksystemen (µFS) ergab sich bei der Suche nach 
einem einfach zu handhabenden Verfahren für die Beschichtung vorstrukturierter Flächen mit 
höchster Präzision. Ziel dieser Methode ist es, den Ei satz kleinster Volumina von 
chemischen oder biologischen Lösungen zu ermöglichen. Nano-, Pico- oder Femtoliter 
würden außerhalb der Mikrokavitäten  sofort verdunste . Die Abmessungen mikrofluidischer 
Systeme reichen vom Millimeter- bis in den niedrigen Mikrometerbereich. So können Effekte, 
wie z.B. Kapillarkräfte zum Transport von Flüssigkeiten oder die Kontrolle von 
Molekülkonzentrationen in Raum und Zeit [88, 89, 901] ausgenutzt werden, die nur in 
solchen Dimensionen eine Rolle spielen. Die erwünschten biologischen, chemischen und 
physikalischen Prozesse finden in Reaktionskammern statt, die über Mikrokanäle definiert 
befüllt werden können.  
Die benötigten mikrofluidischen Systeme wurden mit softlithographischen Techniken aus 
einem Silikontensid (Polydimethylsiloxan (PDMS)) herg stellt, wie in Abb. 3.2.3.1 
dargestellt ist. Das duktile PDMS bietet ein großes Anwendungsspektrum und formt 
räumliche Strukturen bis in den Nanometerbereich ab. Es kann auch auf nicht planaren 
Oberflächen eingesetzt werden, was für die Anwendung dieser Technik auf den 
mikroelektronischen Strukturen sehr wichtig ist. Die minimalen Strukturgrößen für die 
Reaktionsräume der in dieser Arbeit eingesetzten PDMS-Repliken sind im Mikrometerbereich 
angesiedelt. Nach Abschätzung der nötigen Proteinmenge zur Bedeckung der vorgesehenen 
Flächen wurde die Höhe der Strukturen einheitlich auf 10 µm festgelegt, während die Breite 
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der Kanäle oder Durchmesser der Mikroreaktionsräume variabel gestaltet sind. Der 
Strukturentwurf ist ausführlich in Abschnitt 8.3 beschrieben. 
 
 
Abb. 3.2.3.1: Schematische Darstellung der softlithographischen µFS – Herstellung aus PDMS und deren 
Anwendung zur strukturierten Oberflächenbeschichtung. 
 
Limitierend für die Abmessungen der Strukturen beim Einsatz von S-Schichtproteinen sind 
die Kapillarkräfte. Diese müssen ausreichend groß sein, damit die proteinhaltige Flüssigkeit 
zum Reaktionsort gelangt. Die Präzision der Ansteuerung des Reaktionsortes auf 
großflächigen Mikroelektronikstrukturen kann beim Einsatz entsprechender Technologien für 
die Positionierung der PDMS-Repliken im Mikrometer-, wenn nicht sogar im 
Nanometerbereich liegen. In dieser Arbeit erfolgte di  Positionierung für die grundlegende 
Erprobung der Methode von Hand. In einigen Experimenten gelang die Positionierung der 
Repliken mehrfach ausreichend präzise, um die Anwendbarkeit mikrofluidischer Systeme für 
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4 Mikroelektronische Sensorstrukturen 
 
Mit der Integration funktionalisierter S-Schichtproteine in mikroelektronische Bauelemente 
sollen neuartige Sensoranwendungen erschlossen werden. Hierfür wurden unterschiedliche 
sensorische Effekte untersucht. Zum einen wird der Nachweis chemischer Reaktionen auf den 
Oberflächen über lokale thermische Effekte auf Pyrosensorarrays, die mit den 
funktionalisierten bakteriellen Zellhüllproteinen beschichtet worden sind, gezeigt (siehe 
Abschnitt 8.2.1). Zum anderen wird die Änderung der Resonanzfrequenz eines 
piezoelektrischen Schwingers durch eine Veränderung der Massenbelegung an der Oberfläche 
durch Depositionsvorgänge von S-Schichtproteinen gemessen (siehe Abschnitt 8.4). Die 




Pyroelektrische Sensoren gehören zur Klasse der thermischen Detektoren. Sie gestatten beim 
auftreffen von Wärmestrahlung eine direkte Umwandlug der Energie des Strahlungsimpulses 
in einen Spannungsimpuls. Ausgenutzt wird hierbei die Eigenschaft einiger Kristalle, auf eine 
zeitliche Temperaturänderung ∆T mit einer Ladungstrennung zu reagieren, die elektrisch 
gemessen werden kann. Diese Eigenschaft wird Pyroelektrizität (auch: pyroelektrischer Effekt 
oder pyroelektrische Polarisation) genannt. Hierbei ist die Polarisation Ppy: 
 
TpPpy ∆∗= ,                   (4.1.1) 
 
wobei p die pyroelektrische Konstante und ∆T die Temperaturdifferenz ist. 
 
Da jeder Körper Wärme bzw. elektromagnetische Wellen ausstrahlt (bei Raumtemperatur im 
Infrarotbereich, bei hohen Temperaturen wie bei der Sonne oder der Glühlampe auch im 
sichtbaren Bereich), lassen sich somit  
• berührungslos Temperaturen messen (Pyrometrie),  
• Wärmebilder von Objekten und Szenen aufnehmen,  
• die Anwesenheit von Personen detektieren (Bewegungs- bzw. Präsenzmelder) und  
• das Absorptions- bzw. Transmissionsverhalten von Gasen bestimmen (Gasanalyse).  
Typische pyroelektrische Materialien sind Lithiumtant lat oder Blei-Zirkonat-Titanat. 
Zunehmend wird versucht, die pyroelektrischen Elemente als Dünnschichten auf 
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Siliziumchips aufzubringen, um eine mikroelektronikkompatible Fertigung und die 
Integration der Signalverarbeitung zu erreichen.  
Pyroelektrische Messwertgeber können Temperaturändeu g n, die durch chemische 
Reaktionen erzeugt werden, detektieren.  Dadurch ist es möglich, die Pyrochips als 
kalorimetrisch chemische Sensoren einzusetzen. Eine breite Anwendung finden sie bereits für 
die Detektion brennbarer Gase, z. B. Kohlenwasserstoffe, Kohlenmonoxid und Wasserstoff. 
Hierbei wird die konzentrationsabhängige Wärmebildung durch die katalytische 
Oxidationsreaktion in ein elektrisches Signal umgewandelt [92, 93]. Außerdem können 
kalorimetrische Sensoren mit gasabsorbierenden Schichten funktionalisiert und zur 
Überwachung flüchtiger organischer Verbindungen (VOCs) eingesetzt werden. 
Die hier verwendeten pyroelektrischen Detektoren bestehen aus zahlreichen, auf thermisch 
hoch isolierenden Siliziumnitrid/-oxid-Membranen angeordneten Dünnfilmdetektor-
elementen (Pixeln) aus ferroelektrischem Blei-Zirkonat-Titanat (PZT). Die thermische 
Isolierung der Pixel kann durch Entfernen des Siliziums unter den Pixeln durch chemisches 
Ätzen des Substratvolumens oder der Oberfläche erzielt werden, so dass 








Abb.4.1.1: Schema eines mit Oberflächenmikromechanik hergestelltes pyroelektrisches Detektorarrays. NON = 
Nitridoxydnitrid, TEOS = Tetraetoxysilan, PZT = Blei-Zirkonat-Titanat (modifiziert aus WERSING et al. 2004) 
Die Funktionalisierung von aktiven pyroelektrischen Sensorelementen erfolgte im rahmen 
dieser Arbeit durch eine Beschichtung mit Platin-Clustern als Katalysatoren der 
Wasserstoffoxidation, die templatgesteuert an S-Schichten erzeugt wurden [94]. Das 
Vorgehen bei der Funktionalisierung und erste Messergebnisse zum Nachweis der 
Wasserstoff-Katalyse werden in Kapitel 8.2 beschrieben. 
 
 




Piezosensoren beruhen auf dem Effekt, dass bestimmte Kristalle bei mechanischer 
Deformation (Druck) eine Änderung der Polarisation erfahren, wodurch eine elektrische 
Spannung abgegeben wird (Piezoeffekt). Entdeckt wurde der direkte Piezoeffekt im Jahre 
1880 von den Brüdern Jacques und Pierre Curie. Bei Versuchen mit Turmalinkristallen 
fanden sie heraus, dass bei mechanischer Beanspruchung Ladungen entstehen, deren Größe 
sich proportional zur Belastung verhält. Das liegt daran, dass sich durch die gerichtete 
Verformung einer Materialprobe mikroskopische Dipole innerhalb der Elementarzellen 
bilden. Die Aufsummierung der Dipole über alle Elementarzellen des Kristalls führt zu einer 
messbaren elektrischen Spannung. Gerichtete Verformung bedeutet, dass die angelegte Kraft 
nicht von allen Seiten auf die Probe wirkt. Umgekehrt kann durch Anlegen einer elektrischen 
Spannung der Kristall (bzw. das Bauteil aus Piezo-Keramik) verformt werden. Beide Effekte 
treten gemeinsam in einem Kristall auf, wodurch bei einmaliger äußerer Anregung 
Schwingungen entstehen, deren Frequenz nur von der Schallgeschwindigkeit und der Dicke 
des Kristalls abhängig ist. Dadurch sind Piezokristalle auch für Oszillatoren geeignet. 
Piezoelektrische Materialien sind beispielsweise Bariumtitanat (BaTiO3) und Blei-Zirkonat-
Titanat (Pb(Zrx,Ti1-x)O3). Ein weiteres Kriterium für das Auftreten der Piezo lektrizität ist die 
Kristallsymmetrie. Die piezoelektrische Polarisation tritt nur in unsymmetrischen Gittern auf 
und ist richtungsabhängig. Ein piezoelektrischer Kristall muss eine polare Achse besitzen. 
Eine kristallographische Achse ist polar, wenn keine symmetrie-äquivalente Achse in 
umgekehrter Richtung vorhanden ist. Damit ist ausgeschlossen, dass ein piezoelektrischer 
Kristall ein Inversionszentrum besitzt. Die Gleichungen, mit denen der Piezoeffekt 
beschrieben werden kann, beinhalten die Polarisation Pij (Einheit [C/m
2]) und die Verformung 
εij (dimensionslos): 
kkijij eP σ∗= ,                    (4.2.1) 
 
kkijij Ed ∗= ,ε ,                  (4.2.2) 
wobei e, d die piezoelektrischen Koeffizienten (Tensoren), E die elektrische Feldstärke (V/m) 
und σ die mechanische Spannung (N/m2) angibt. Die Formel 4.2.1 beschreibt den direkten 
und die Formel 4.2.2 den inversen Piezoeffekt. Die pi zoelektrischen Koeffizienten sind 
piezoelektrische Verzerrungskoeffizienten (Reaktion der Verzerrung auf das elektrische 
Feld): 









,                     (4.2.3) 











,                   (4.2.4). 
Über die von Sauerbrey 1959 entwickelte Gleichung [95] lässt sich eine auf dem  
piezoelektrischen Kristall abgeschiedene Masse als Dickenzuwachs behandeln, was als 
Frequenzänderung detektiert wird (siehe Gleichung 4.2.3). Dieses Prinzip liegt dem für 
Messungen des Adsorptions- und Rekristallisatiosverhaltens von S-Schichten verwendeten 
FBAR-Sensor (thin film bulk acoustic resonator) der Siemens AG zugrunde, der zur Bio- und 
Gasdetektion entwickelt wurde. Bei diesem Piezosensor kommt es im Anlagerungsprozess 
der Proteinkristalle an die Oberfläche des Piezoschwingers zur Änderung der 
Resonanzfrequenz und Dämpfung, die der bei der Anlagerung erfolgenden Massenänderung 
direkt proportional ist (Abb.4.2.1) [96]. Untersuchngen mit dem FBAR-Sensor werden in 
















































Abb. 4.2.1: Links: Schema eines FABR Bio- und Gassensors. Rechts: Darstellung der Resonanzverschiebung 
durch Massenänderung nach der Gleichung von Sauerbrey: f0 = Arbeitsfrequenz, M = Masse des Resonators 
[95]. 
                                       5         Charakterisierung von Varianten bakterieller S-Schichtproteine 
 31 
5 Charakterisierung von Varianten bakterieller 
S-Schichtproteine 
 
Die Diversität der S-Schicht tragenden Bakterienarten eröffnet ein großes Forschungspotential 
hinsichtlich der unterschiedlichen Eigenschaften ihrer Zellhüllenproteine, wie zum Beispiel in 
Gittersymmetrie, Porengröße, Adsorptionsverhalten und Oberflächenladung [27, 97]. Für 
technische Anwendungen ist es wichtig zu wissen, ob sich die S-Schichten großflächig an 
Substraten rekristallisieren lassen oder ob sie nur röh enförmig assemblieren. Ein weiteres 
Beispiel sind die Porengröße und die unterschiedlichen Ladungsverteilungen an S-Schichten, 
die beim Einsatz als Biotemplat einen Einfluss auf die Größe und Art der entstehenden 
Metallcluster haben, was wiederum für die katalytische Aktivität der Cluster von Bedeutung 
ist [47, 98, 14, 48, 99, 100]. Diese Beispiele verdeutlichen den großen Vorteil für die 
jeweilige technische Anwendung geeignete S-Schichtsysteme auswählen zu können. Dafür ist 
die Aufklärung der charakteristischen Eigenschaften möglichst vieler unterschiedlicher 
S-Schichten nötig. Einen Beitrag hierzu soll mit dem Studium der drei im Folgenden 
vorgestellten Varianten geleistet werden, deren Morph logie und Adsorptionsverhalten 
untersucht wurden. 
 
5.1 S-Schicht von Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 
 
Der Geobacillus stearothermophilus, früher Bacillus  stearothermophilus, ist ein Vertreter aus 
der Familie der Bacillaceae. Die Wachstumsbedingungen liegen in einem Temperaturbereich 
zwischen 37 - 65°C und pH-Werten zwischen 5,0 - 9,0 [101, 102]. Er wird den thermophilen 
Bakterien zugeordnet und ist ein Gram-positiver Sporenbildner mit aerobem Stoffwechsel. 
Die Zellen sind beweglich und durchschnittlich 0,6 – 1 µm breit und 2 - 3,5 µm lang. Eine 
morphologische Untersuchung der Bakterienzellen wurde mit dem REM durchgeführt (siehe 
Abbildung 5.1.1). Alle bisher identifizierten Wildtypen besitzen eine S-Schicht. Neben 
einigen anderen Stämmen, insbesondere B. sphaericus [103, 104, 105, 106], zählt 
G. stearothermophilus hinsichtlich der Erforschung des molekularen Aufbas der S-Schicht 
zu den am umfassendsten untersuchten Organismen [38]. 
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Abb. 5.1.1: REM-Abbildungen der Bakterienzellen von G. stearothermophilus nach Adsorption und Fixierung 
mit Glutardialdehyd auf Siliziumsubstrat. Links: Übersicht. Rechts: Vergrößerung einzelner Bakterienzellen. 
 
Für bisher fünf Stämme von G. stearothermophilus konnten S-Schichtproteine bestimmt 
werden (SbsA, SbsB, SbsC, SbsD, SgsE). 
In dieser Arbeit wurde das S-Schichtprotein SbsC sowohl morphologisch als auch auf 
Metallbindungseigenschaften (siehe Abschnitt 6.2 A) untersucht. Die Sequenz einer 
Untereinheit dieses Proteins hat ein Molekulargewicht von etwa 122 kDa. Es assembliert 
vorzugsweise röhrenförmig mit schrägen (p2) Proteingittern (siehe Abbildung 5.1.2) Die 
formgebende Einheitszelle besteht aus zwei Monomerunt einheiten mit Gitterkonstanten von 
a = 11,6 nm, b = 7,2 nm und γ =81° [45, 107, 108, 109]. Die Präparation nativer S-Schicht-
Assemblate erfolgte nach WAHL et al. 2001 [110] (siehe auch Anhang A.2).  
 
     
 
Abb. 5.1.2: TEM-Aufnahmen röhrenförmig assemblierter Hüllproteine mit schräger Gittersymmetrie von G.
stearothermophilus ATTC 12980 nach Adsorption und negativ Kontrastierung mit Uranylacetat an Kupfer-
TEM-Netzchen. Links: Übersicht zur röhrenförmigen Struktur und Größe der Assemblate. Rechts: Vergrößerung 
einer SbsC-Proteinstruktur zeigt die schräge (p2) Gittersymmetrie. Die kleine Abbildung ganz rechts zeigt das 
Powerspektrum des markierten Bildausschnittes. 
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Bei Untersuchungen an Siliziumsubstrat adsorbierter SbsC Proteine beobachtet man neben 
den röhrenförmigen Assemblaten, die einen mittleren Durchmesser von ca. 100 nm und eine 
mittlere Länge von etwa 1 - 3 µm sowie eine Schichtdi ke von etwa 5 - 6 nm aufweisen, sehr 
selten auch flächige, 2 - 3 nm hohe Formen (siehe Abbildungen 5.1.3 und 5.1.4). Ein Einfluss 
zweiwertiger Kationen auf die Morphologie und das Adsorptionsverhalten der 
reassemblierten Hüllproteine konnte nicht festgestellt werden. Dafür wurde von BLECHA 
2005 [45] ein Einfluss des pH-Wertes auf die Morphologie der Assemblate während der 
Dialyse beschrieben. Bei pH 5,0 ist vorzugsweise Röhrenbildung zu beobachten, während 




Abb. 5.1.3: REM-Aufnahme der röhrenförmig assemblierten und am Siliziumsubstrat adsorbierten 
S-Schichtproteine von G. stearothermophilus ATTC 12980, die Pfeile weisen auf die selten zu findenden, 
flächigen Assemblatformen hin. 
 
 

















Abb.5.1.4: Links: AFM-Abbildung röhrenförmiger Assemblatstrukt ren von SbsC. Rechts: Höhenprofil. 
 
Für die Ausbildung vorzugsweise flächiger Assemblate erfolgt die Rekristallisation der 
Monomere direkt an der Substratoberfläche (siehe Abschnitt 2.4). Nach der Zerlegung wird 
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eine Dialysezeit von zwei Stunden für die Monomerlösung benötigt und destilliertes Wasser 
als Dialysepuffer eingesetzt. Durch eine verwendete Proteinkonzentration von mehr als 
1 mg/ ml werden Proteinmonolagen ausgehend von vielen Nukleationszentren erzeugt 
(Abbildung 5.1.5), die eine typische Höhe von ca. 3 nm aufweisen. 
  













Abb. 5.1.5: Links: AFM-Abbildung von Siliziumsubstrat mit rekristallisierter SbsC-Monolage nach partieller 
Dialyse. Rechts: Höhenprofil durch die Schicht. 
 
Da die genetischen Grundlagen dieses S-Schichtproteins bereits sehr gut untersucht sind, 
wurden schon erfolgreiche Modifikationen vorgenommen. Auch eine Expression dieser 
Proteine in E. coli ist bereits möglich [45]). Die Metallisierbarkeit dieser Zellhüllenproteine 
mit Nanoclustern konnte nachgewiesen werden (siehe hierzu Abschnitt 6.2 A). Aufbauend auf 
diesen Erkenntnissen kann das Oberflächenprotein von G. stearothermophilus ATCC 12980 




5.2 S-Schicht von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1  
Die Anzucht der Gram-positiven, thermophilen, anaerob n Zellen von 
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 erfolgt bei einer Temperatur von 60°C. Die 
stäbchenförmigen Zellen sind im Mittel 0,3 - 0,5 µm breit und 2 - 4 µm lang (Abbildung 
5.2.1). Das Hüllprotein hat eine molekulare Masse von ca. 83 kDa und kann in glycosilierter 
und nicht glycosilierter Form auftreten. 
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Abb. 5.2.1: REM-Abbildungen der Bakterienzellen von T. thermosulfurigenes EM1 nach Adsorption und 
Fixierung mit Glutardialdehyd auf Siliziumsubstrat. Links: Übersicht. Rechts: Vergrößerung einzelner 
Bakterienzellen. 
 
Die S-Schicht ist nicht kovalent an die Zellwand gebunden [111].  Die assemblierten 
Monomere bilden eine hexagonale Gitterstruktur (p6) aus (Abbildung 5.2.2). Die 
























Abb. 5.2.2: A) AFM-Aufnahme eines auf Glimmer adsorbierten S-Schichtassemblates von T. 
thermosulfurigenes EM1. Das Insert zeigt das Powerspektrum. Der daran gemessene Gitterabs and beträgt 18.8 
nm. B) Höhenprofil der Schnittlinie aus A. 
 










Abb.5.2.3: Ermittlung der Gitterkonstanten von 18,1 ± 0,7 nm des assemblierten S-Schichtproteins von T. 
thermosulfurigenes EM1. A: Originalaufnahme des assemblierten Hüllproteins nach negativer Kontrastierung 
mit Uranylacetat. Das Powerspektrum (Insert A) zeigt periodische Reflexe bis zur 4.Ordnung. B: Ergebnis der 
aus dem Powerspektrum gefilterten reversen FFT. C: Ausschnitt aus B mit Vektormessungen für die 
Bestimmung der Gitterkonstante. D: Ergebnis der Autokorrelation von A. E: Ausschnitt aus D mit 
Vektormessungen für die Bestimmung der Gitterkonstante von ca. 18,1 ± 0,7 nm. 
 
Die Gitterkonstante wurde nach Auswertung negativ kontrastierter TEM-Präparate über 
Abstandsmessungen nach gefilterter FastFourierTransformation (FFT) mit dem Programm 
WSxM 4.0 Develop 8.6 von Nanotec Electronica ermittelt (siehe Anhang 12). Zur 
Validierung des Ergebnisses wurden die Werte mit den Abstandsmessungen aus der 
Autokorrelationsanalyse desselben, aber ungefiltertert n, Originalbildes unter Verwendung 
derselben Software verglichen. Die Präparation der verwendeten S-Schichtsuspension erfolgte 
nach der Beschreibung von Brechtel [112]. Kleine Differenzen bei den Angaben zu 
Gitterkonstanten desselben S-Schicht-Typs sind auf die Verwendung verschiedener 
Mikroskope und die damit verbundenen Abbildungsfehler der eingesetzten Geräte 
zurückzuführen. 
Bei der Adsorption der S-Schichtproteine an verschiedene Substratoberflächen können große, 
flächige, gefaltete und sich überlappende Assemblatformen beobachtet werden. Um den 
Einfluss zweiwertiger Kationen auf die Morphologie der Assemblate und das 
Adsorptionsverhalten zu untersuchen, wurden vergleichende Experimente durchgeführt.  
 




Abb. 5.2.4: REM-Untersuchung der an Siliziumsubstrat adsorbierten S-Schichtproteine ohne Zugabe von 




Abb. 5.2.5: REM-Untersuchung der an Siliziumsubstrat adsorbierten S-Schichtproteine unter Zugabe von 
10 mM MgCl2. Im Vergleich zu Abb.5.2.5 wird eine deutliche Zunahme der Ausbildung röhrenförmiger 
Assemblate beobachtet. 
 
Dabei zeigte sich, dass bei Zugabe von Magnesiumchlorid die Menge des adsorbierten 
Proteins deutlich ansteigt und die Tendenz zur Faltung und Ausbildung röhrenförmiger 
Strukturen zunimmt (vergleiche Abbildungen 5.2.4 und 5.2.5). 
Eine großflächige Rekristallisation aus der Monomerlösung dieses Protein kann hier noch 
nicht gezeigt werden, da verschiedene Parameter (pH-Wert bei Dialyse, Temperatur, 
Proteinkonzentration) hierfür noch optimiert werden müssen. Die mittlere Höhe einer 
Monolage an Luft wurde an einzelnen flächigen Assemblaten mit 3 - 4 nm gemessen (siehe 
Abbildung 5.2.6), was in sehr guter Übereinstimmung mit den auf Glimmer untersuchten 
S-Schichten steht (siehe Abbildung 5.2.2 B). 
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Abb. 5.2.6: Links: AFM-Untersuchung eines flächigen Proteinassemblates auf einem Siliziumsubstrat. Rechts: 
Höhenprofil. Die Schichthöhe einer Monolage beträgt an Luft  3 - 4 nm. 
 
 
Für die Morphologieuntersuchungen an dieser S-Schichtvariante waren zahlreiche TEM-
Studien nötig. Dabei konnte, angeregt durch Literatur [113], im Rahmen dieser Arbeit eine 
weitere Methode zur Kontrastierung von S-Schichtproteinen für TEM-Untersuchungen 
entwickelt werden. Hierfür werden die am Kohlenstoff befilmten TEM-Netzchen adsorbierten 
S-Schichten mit einer 10 mM Platinnitratlösung benetzt, wodurch die reaktiven Gruppen des 
Proteins mit Metallkomplexen aktiviert werden. Diese Proben werden für drei Minuten einer 
starken UV-Strahlung (100 W Lampenleistung) ausgesetzt. Durch die UV-Bestrahlung erfolgt 
eine Reduktion der Metallkomplexe, so dass ultradisper e Metallcluster entstehen. Der durch 
diese Cluster im Elektronenmikroskop entstehende Kontrast ist ausreichend für Morphologie- 
und Adsorptionsuntersuchungen (siehe Abbildung 5.2.7 und Anhang A7).  
 
Die Metallisierung der S-Schichten von T. thermosulfurigenes EM1 konnte sowohl für die 
glycosislierte Form als auch die unglycosilierte Form sowie deren Gemisch gezeigt werden 
(siehe Abschnitt 7.2B). Im Vergleich zu anderen S-Schichten steht mit dieser Variante ein 
System mit größeren Gitterabständen für technische Anwendungen zur Verfügung.  
 





Abb. 5.2.7: TEM-Untersuchungen zur Kontrastierung von S-Schichtproteinen durch Aktivierung mit 
Metallkomplexen nach starker UV-Bestrahlung. A: Mit Platinnitrat und UV-Bestrahlung kontrastierte 
S Schichtassemblate von T. thermosulfurigenes EM1. B: Höhere Vergrößerung mit erkennbarer Gitterstruktur 
(p6). C: Powerspektrum des in B markierten Bereiches mit den periodischen Reflexen der Gittersymmetrie. Die 
gemessene Gitterkonstante beträgt 17,4 nm. 
 
 
5.3 S-Schicht von Bacillus sphaericus NCTC 9602  
Das für verschiedene Anwendungen hinsichtlich seiner Eignung als Biotemplat am besten 
untersuchte S-Schichtsystem ist das von Bacillus sphaericus [20, 21]. Die Zellen der Gram-




Abb. 5.3.1: REM-Abbildungen der Bakterienzellen von B. sphaericus NCTC 9602 nach Adsorption und 
Fixierung mit Glutardialdehyd auf einem Siliziumsubtrat. Links: Übersicht. Rechts: Vergrößerung von 
Einzelzellen. 
 
Die Aminosäuresequenz dieses Proteins ist bekannt. Jede Untereinheit besteht aus einer 
Signalsequenz mit 31 Aminosäuren und einer Kettensequenz mit 1197 Aminosäuren. Die 
Gesamtsequenz mit 1228 Aminosäuren hat ein Molekulargewicht von 129,752 kDa [114,  
SlfA; accession no. AJ849547]. Durch gentechnische Analysen konnte eine enge 
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Verwandtschaft zu Sporosarcina ureae nachgewiesen werden. Die Morphologie der 
Hüllproteine dieser Bakterien weist viele Gemeinsamkeiten auf [32, 115].  
Die S-Schichtassemblate von B. sphaericus zeigen eine p4-Symmetrie mit einer 
Gitterkonstante von 12,5 ± 0,8 nm. Die Durchmesser der Poren betragen ungefähr 2 nm und 
an Luft hat die S-Schicht eine Dicke von 4 - 5 nm. Das stimmt mit Literaturwerten überein 
[50]. Neben den monolagig, flächigen Assemblaten (Abb. 5.3.2) werden häufig auch solche 
mit Röhrenform beobachtet (Abbildung 5.3.3). Der Durchmesser der röhrenförmigen 
Assemblate entspricht ungefähr dem der Bakterienzellen. 
  














Abb. 5.3.2: Links: AFM-Aufnahme rekristallisierter S-Schichtassemblate auf Silizium mit erkennbarer 
Gitterstruktur (p4) und einem gemessenen Gitterabstand von 13,1 nm. Rechts: Höhenprofil der eingezeichneten 
Schnittstelle mit einer durchschnittlichen Höhe von 4,5 nm. 
 
Aus intensiven Untersuchungen zur Adsorption dieser S-Schichten und deren großflächiger 
Rekristallisation aus Monomerlösungen [116] ist bekannt, dass die Untereinheiten über 
ionische Bindungen von zweiwertigen Kationen stabilisiert werden, die auch die Adsorption 
durch das Herabsetzen der elektrostatischen Barriere begünstigen. Durch die Zugabe 
zweiwertiger Kationen kann eine größere Proteinmenge pro Fläche angebunden und die 
Oberflächenbedeckung erhöht werden. Allerdings führen zu hohe Konzentrationen an 
zweiwertigen Kationen zur Aggregation der S-Schichtproteine. Die ermittelten optimalen 
Konzentrationen liegen im Bereich von 1 – 10 mM Magnesiumchloridlösung. Der optimale 
pH-Wert für die Dialyse der Monomerlösung beträgt 9,0. 
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Abb. 5.3.3: Links: TEM-Abbildung der Negativkontrastierung einer S-Schicht von Bacillus sphaericus NCTC 
9602. Das Insert der linken oberen Ecke zeigt vergröße t die Periodizität nach durchgeführter Autokorrelation 
mit dem Programm WSxM. Das Powerspektrum (Insert rechte obere Ecke) zeigt die periodischen Reflexe der 
p4-Symmetrie mit einem Abstand von 13 nm. Rechts: REM-Abbildung röhrenförmiger S-Schichtassemblate uf 
Si-Substrat. Bei Beschleunigungsspannungen von 1 kV und unter Nutzung des SE-Inlens-Detektors heben sich 
die Proteinassemblate dunkel vom Hintergrund ab. Die Breite der Röhren beträgt ca. 700 nm.  
 
Mit diesem S-Schichtsystem konnten bisher die besten Ergebnisse hinsichtlich der Adsorption 
bzw. direkten Rekristallisation (siehe Abschnitt 2.4 und Abschnitt 8.1.2) sowie 
anschließender Metallisierung als aufeinander folgende Prozessschritte erzielt werden. Aus 
diesem Grund wurde für die Untersuchungen zur struktu ierten Integration sowie 
Funktionalisierung der S-Schichten in mikroelektronischen Bauelementen (siehe Kapitel 8) 
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6 Untersuchung der S-Schicht-Bildungskinetik 
 
6.1 Grundlegende Betrachtungen zur S-Schichtbildung am Substrat 
In diesem Kapitel soll es darum gehen, die Vorgänge bei der Anlagerung von 
S-Schichtmonomeren an Substratoberflächen und die Bildung der S-Schichten an Substraten 
grundlegend zu verstehen. Aus den bisherigen Erfahrungen wird angenommen, dass beim 
Abscheidevorgang zwei Prozesse stattfinden, zum einen die Wechselwirkung der Monomere 
mit dem Substrat mit einer bestimmten Adsorptionsrate αsub und zum anderen die 
Wechselwirkung von Monomeren aus der Lösung mit bereits am Substrat abgeschiedenen 
Proteinen mit der Adsorptionsrate αProt. Es wird auch eine Desorption einzelner 
Proteinmonomere angenommen. Da die Nettoadsorptionsrate vermutlich viel höher ist, kann 
diese aber vernachlässigt werden. Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, besitzen die 
S-Schichtmonomere die Fähigkeit der Selbstorganisation, wodurch nach einiger Zeit, wenn 
genügend Monomere an der Oberfläche adsorbiert sind, Umordnungsprozesse zu einer 
kristallinen Schicht stattfinden können (siehe Abbildung 6.1.1).  
 
Schema zu den Vorgängen der Adsorption von 
Proteinmonomeren aus der Lösung an Substratoberfläc hen
Zufällige Adsorption der 
Monomere aus der Lösung 
auf die Substratoberfläche 
oder bereits adsorbierte 
Monomere
t
Durch Selbstorganisation gebildetete kristalline Schicht 
mit großer Steifigkeit und weitere Adsorption von 
Monomeren auf diese Schicht
Weitere Umorganisation 
und Rekristallisation einer 
zweiten Schicht aus 
Proteinmonomeren
A B C D
 
Abb.6.1.1: Schema zur Adsorption von Proteinmonomeren aus einer Lösung an eine Substratoberfläche zu 
verschiedenen Zeitpunkten. A: Wechselwirkung der Monomere mit dem Substrat αsub und mit bereits 
adsorbierten Proteinen αProt. B: Nach Umordnungsprozessen gebildete kristalline S-Schicht. C: Weitere 
Adsorption einzelner Monomere aus der Lösung an dieb reits gebildete Schicht. D: Weitere 
Umordnungsprozesse und Kristallisation neuer S-Schichten. 
 
Die rekristallisierten S-Schichten besitzen eine sehr hohe Steifigkeit E (Elastizitätsmodul, 
E-modul) im Vergleich zu unorganisierten Monomerschichten. Die verschiedenen 
Teilprozesse der S-Schichtbildung können mit dem im Kapitel 4 vorgestellten Piezosensor 
messtechnisch durch Änderungen der Resonanzfrequenz und der Dämpfung erfasst werden. 
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Da weiterhin angenommen wird, dass die Schichtwachstumsmoden abhängig von der 
Konzentration der Proteinmonomere sind, wurden Experimente mit verschiedenen 
Proteinkonzentrationen durchgeführt. Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden. Im 
Anschluss daran wird ein Modell entwickelt, das zurBeschreibung der Prozesse zu Beginn 




6.2 Experimentelle Untersuchung der S-Schichtabscheidung 
 
Ein speziell von der Siemens AG entwickelter Piezosnsor (siehe Abschnitt 4.2) ermöglichte 
experimentelle Untersuchungen zur S-Schicht-Deposition. Die Besonderheit dieser 
Messungen beruht auf der direkten dynamischen Messwerterfassung bei der Adsorption von 
S-Schichtmonomeren aus einer Lösung. Damit war es möglich, die direkte Rekristallisation 
von Proteinmonomeren an der Substratoberfläche des S nsors zu verfolgen, und so 
beispielsweise genaue Kenntnisse über die Kinetik der bei der Rekristallisation ablaufenden 
Prozesse zu erlangen. Die Messversuche wurden in enger Kooperation mit der Siemens AG 
durchgeführt. Diese Versuche unterstützen die Annahme, dass bei der Assemblierung der 
Monomere verschiedene Reaktionsabschnitte mit unterschiedlicher Kinetik stattfinden und 
damit verschiedene geschwindigkeitsbestimmende Parameter vorliegen müssen. 
Vor jeder Messung wurde das Sensorarray mit Aceton vorgereinigt und mit Isopropylakohol 
abgespült. Dann wurde das Array in einer Mischung aus Wasserstoffperoxid und 
Ammoniaklösung 10 Sekunden lang gekocht, mit Wasser abgespült und vorsichtig mit 
Stickstoff getrocknet. Nach Platzierung der Flüssigke tszelle wurde der Chip im 
Hochfrequenzmessplatz kontaktiert. Für jede Messung wurde ein Resonatorenarray 
ausgewählt (siehe Abbildung 8.3.1) und die Resonanzfrequenz wurde für jeden Resonator 
bestimmt. Für die kontinuierlichen Messungen wurden ie Piezosensorpixel in der offenen 
Flüssigkeitszelle der Siemens AG mit S-Schichtmonomerlösungen (Anhang A.6) in den 
Konzentrationen von 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml und 10 mg/ml Protein 
überdeckt. Der große Vorteil der offenen Zelle ist es, dass mit sehr kleinen 
Flüssigkeitsmengen gemessen werden kann. Eine Messung i t bereits problemlos mit 10 µl 
Flüssigkeit möglich. Hier wurden für die Messungen j weils 100 µl Flüssigkeit verwendet, 
die sich aus Pufferlösung und MgCl2 (Endkonzentration 10 mM) sowie der Monomerlösung 
in entsprechender Konzentration zusammensetzt. Die M ssreihen zeigen stets die 
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Resonanzfrequenz über die Zeit ab der Zugabe der Monomerlösung. Die Messzelle wurde 
zum Schutz vor Flüssigkeitsverdunstung abgedeckt. Die Messzeiten betrugen ca. 2 Stunden, 
in denen kontinuierlich  die Messwerte der Resonanzfrequenz abgegriffen wurden. Zur 
Kontrolle der S-Schichtrekristallisation der Monomerlösung wurde die Beschichtung einer 






Abbildung 6.2.1:  REM-Abbildung von Referenz-Rekristallisationen unter Nutzung von PDMS-Strukturen auf
Si-Substrat. Die zur dynamischen Messung eingesetzte Proteinmonomerlösung mit einer Konzentration von 
c~1 mg/ ml rekristallisierte  auf dem Si-Substrat in den vorgegebenen Strukturen (dunkle Flächen). 
 
Die Auswertung der Messdaten erfolgte in Zusammenarbeit mit Martin Nirschl, Doktorand 
bei der Siemens AG, und Christiane Erler vom Institut für Werkstoffwissenschaft der TU-
Dresden. Für fünf verschiedene Proteinkonzentrationen werden die Graphen mit den 
gemessenen Frequenzverschiebungen ∆f dargestellt (siehe Abbildungen 6.2.2 und 6.2.4). 
Nach der Gleichung von Sauerbrey 1959 [95] (siehe hierzu Abbildung 4.2.1) geht mit einer 
Zunahme der Masse an Monomeren auf dem Sensorpixel di  Abnahme der  
Resonanzfrequenz einher. Der Übersicht halber werden di  Vorgänge der Abscheidung von 
S-Schicht-Proteinen zunächst unterteilt in Anfangsprozesse und Langzeitprozess. Das 
bedeutet, dass zunächst nur die Prozesse unmittelbar nach Beginn der Abscheidung betrachtet 
und untersucht werden. Hierzu wird in einem Plot die Veränderung der Resonanzfrequenz 
nach Zugabe von Monomerlösungen unterschiedlicher Konzentrationen über die Zeit der 
ersten 5 Minuten dargestellt (Abbildung 6.2.2). Die kl iner werdenden Messwerte zeigen eine 
Massenzunahme auf der Sensoroberfläche an. 





Abbildung 6.2.2: Verschiebung der Resonanzfrequenz i  den ersten 5 Minuten nach Zugabe von 
Monomerlösungen unterschiedlicher Konzentrationen. Die Proteinmonomere aus der Lösung adsorbieren an der 
Oberfläche, wodurch die Werte der Verschiebung der Resonanzfrequenz kleiner werden. 
 
Die Graphik zeigt deutlich, dass die Reaktionskinetik von der Konzentration der eingesetzten 
Monomerlösungen abhängt. Die Geschwindigkeit der Adsorption nimmt mit steigender 
Konzentration zu. Im anfänglich steileren Abfall der Kurven äußert sich die rasche 
Anbindung von Monomeren auf der Oberfläche der Sensor . Schon nach sehr kurzer Zeit 
wird diese von einem langsameren Prozess dominiert. Dieser beschreibt die Kristallisation der 
Monomere an der Substratoberfläche. Bei geringen Proteinkonzentrationen nimmt dieser 
Reaktionsschritt eine größere Zeitspanne ein, da weniger Monomere nachrücken können. Der 
Verlauf der Kurven lässt annehmen, dass sich diese au  mindestens zwei Prozessen, welche 
jeweils exponentiell beschrieben werden können, zusammensetzen: 
 
( ) ( )tDtB eCeAx ⋅−⋅− +−⋅++−⋅= 11                (6.2.a). 
 
Hierbei sind A und C Konstanten, die das Niveau der Kurven im Unendlichen beschreiben, 
während B und D den Anstieg bzw. Abfall der Kurven darstellen. Je größer letztere werden, 
umso schneller fallen die Kurven ab. Um noch besser zu veranschaulichen, dass sich die 
                                                               6         Untersuchung der S-Schicht-Bildungskinetik 
 47 
Prozesse aus überlagerten Exponentialfunktionen zusammensetzen, werden die Messdaten 
entsprechend Gleichung 6.2.d dargestellt, welche sich aus folgenden Überlegungen ergibt: 
 










+=−                                   (6.2.d). 
 
Für drei verschiedene Konzentrationen wird so in Abbildung 6.2.3 gezeigt, dass die 
Reaktionskinetiken in zwei sich deutlich unterscheidende Abschnitte unterteilt werden 
können, wobei der flacher ansteigend lineare Abschnitt dem schnellen Anfangsprozess 
entspricht und der steilere zweite Abschnitt den Lagzeitprozess repräsentiert. 
 
Abbildung 6.2.3: Darstellung der Frequenzverschiebung nach Integration des Exponentialfits über die Zeit für 
die Konzentrationen 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 10 mg/ml it den Geraden unterschiedlicher Anstiege zur 
Veranschaulichung der beiden Prozesse unmittelbar nach Anlagerungsbeginn der Proteinmonomere.  Im Insert 
wird der zweite steile Anstiegsabschnitt nochmals deutlicher gezeigt. 
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Damit ist die Annahme berechtigt, den Prozess mit Gleichung 6.2.a zu beschreiben. Im 
folgenden Diagramm 6.2.4 wird gezeigt, dass den Messw rten, die in Abbildung 6.2.3 durch 
die jeweiligen Geraden beschrieben werden, eine durch Gleichung 6.2.a beschriebene 
Funktion überlagert werden kann. Darin ist eine gute Übereinstimmung zu erkennen. In 
Tabelle 6.2.1 sind die ermittelten Zeitkonstanten aus dem jeweiligen Exponentialfit 
zusammengefasst. 
 
Abbildung 6.2.4: Darstellung der Anfangsmesswerte der Frequenzverschiebung für Konzentrationen 0,5 mg/ml, 
1 mg/ml und 10 mg/ml, die durch die jeweiligen Geraden in Abb. 6.2.3 beschrieben werden und deren 












0,5 mg/ml 445600 0,0027 114700 0,02 
1 mg/ml 99590 0,1 372600 0,01002 
10 mg/ml 554600 0,1041 167700 0,008523 
 
Tabelle 6.2.1: Zeitkonstanten für die anfängliche S-Schicht-Deposition, die aus den angepassten 
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Als nächstes soll die Frequenzverschiebung über einn längeren Zeitraum von ca. 2 Stunden 
betrachtet werden (siehe Abbildung 6.2.6). Das Verhalten der Anbindung nach längerer Zeit 
weicht vom anfänglichen Adsorptionsverhalten ab und die Kurven tendieren zu zwei 
verschiedenen Niveaus, eines bei etwa 400 kHz, das andere bei 700 kHz. Einige Messungen 
konnten über einen längeren Zeitraum als abgebildet vorgenommen werden. Ab dem 
Zeitpunkt t = 10000 s fanden allerdings keine bemerkenswerten Veränderungen mehr statt.  
 
 
Abbildung 6.2.6: Frequenzverschiebung über einen Zeitraum von 10000 Sekunden durch Anbindung von 
Proteinmonomeren aus Lösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen.  
 
Die Messungen zeigen, dass die Adsorption am Beginn ko zentrationsabhängig ist, typische 
Adsorptionskurven sind zu sehen. Daraus lässt sich ableiten, dass der Messaufbau und die 
Messdurchführung geeignet sind Konzentrationen einer Proteinlösung, Frequenzverschiebung 
und Massenanbindung auf zuverlässige Art in Zusammenhang zu stellen.  
 
In der Langzeitansicht (Abbildung 6.2.6) weicht der Kurvenverlauf nach etwa 1800 s vom 
Anfangsverhalten ab und nähert sich zwei Plateaus an. Insbesondere die Kurven bei 0.1 und 
0.5 mg/ml zeigen eine plötzliche Verlangsamung nach etwa 1800 s der Frequenzänderung und 
konvergieren näherungsweise bei knapp 500 kHz. Diese Verlangsamung könnte damit erklärt 
werden, dass nach bestimmter Zeit neben dem Adsorptions rozess zusätzliche Prozesse, 
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beispielsweise der Kristallisationsprozess, eintreten. Hier wird angenommen, dass damit die 
Schicht steifer wird, was der Frequenzabnahme infolge der Massenzunahme entgegenwirkt. 
Diese Prozesse laufen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit ab. Bis zu einer gewissen 
Grenzkonzentration (zwischen 0.5 und 1 mg/ml) wird eine bestimmte Anzahl von Monolagen 
gebildet, erst bei deutlich höheren Mengen ist eineweitere Anbindung und die Kristallisation 
neuer S-Schichten möglich. Es gibt also zwei schnelle Prozesse mit 1 und t2 und einen 
zusätzlichen langsameren Prozess t3.  
 
Neben der Frequenzverschiebung wird bei der Messung die Dämpfung ausgelesen (siehe 
Abbildung 6.2.7). 
 
Abbildung 6.2.7: Dämpfungswerte über einen Zeitraum von  ca. 8000 Sekunden während der Anbindung von 
Proteinmonomeren aus Lösungen mit unterschiedlichen Konzentrationen.  
 
Die Dämpfungskurven spiegeln am Beginn des Abscheideprozesses die gleichen 
physikalischen Vorgänge auf der Sensoroberfläche wie die Frequenzverschiebung wieder. 
Deswegen können sie ebenfalls durch die soeben ermitt lten Zeitkonstanten charakterisiert 
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( ) ( )tDtB eCeAx ⋅−⋅− −⋅+−⋅= 11       (6.2.e)       anpassen. 
 
Es liegen die gleichen Zeitkonstanten B und D wie dem Frequenzverlauf zugrunde (siehe 
Tabelle 6.2.1). 
 
Abbildung 6.2.8: Darstellung des Dämpfungsverhaltens zu Beginn der Proteindeposition für verschiedene 
Konzentrationen (farbig) und deren Anpassung (schwarz) mit Zeitkonstanten, die aus dem Frequenzverhalten 
bestimmt wurden.  
 
Die Resonanzverschiebung gibt Auskunft über die Massenänderung an der Oberfläche, die 
über die Zeit mit einer kontinuierlichen Zunahme erwartet wird (Abbildung 6.2.9 A), während 
die Dämpfung D anzeigt, wie viel Energie an der Oberfläche dissipiert wird, was von der 
abgeschiedenen Masse, aber auch von der Oberflächentopologie einer Schicht stark 
beeinflusst wird. In Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration an Proteinmonomeren 
kommt es zur Bildung unterschiedlich vieler kristalliner Schichten, wobei nach jedem 
Umordnungsprozess erneut  genügend Monomere adsorbieren müssen (siehe Abbildung 
6.1.1.). In dieser Zeitspanne wird infolge der zunehm nden Rauhigkeit wieder mehr Energie 
an der Oberfläche dissipiert, wobei der Einfluss möglicher Kristallisationsprozesse diesen 
Anstieg kurzzeitig wieder verringern kann. Im Gesamtprozess wird die Steifigkeit jedoch 
stetig ansteigen (siehe Abbildung 6.2.9 B). 






Zunahme der Masse an 
Proteinmonomeren auf der Substrat-
oberfläche über der Zeit
t
E
Zunahme der Steifigkeit durch 




Abb.6.2.9: A: Skizze einer Graphik zur Zunahme der Masse an Proteinmonomeren auf der Substratoberfläche 
über der Zeit. B: Skizze einer Graphik zur Zunahme der Steifigkeit durch Rekristallisation von S-Schichten über 
der Zeit im Zusammenhang mit deren Einfluss auf die Frequenzverschiebung. 
 
Im nun folgenden Abschnitt sollen die anfänglichen Vorgänge der Monomeradsorption mit 
einem einfachen Modell näher erklärt werden. 
 
6.3  Modell zur Beschreibung der S-Schicht-Deposition 
 
Die in Abschnitt 6.2 dargestellten experimentellen Beobachtungen zu Beginn einer S-Schicht-
Deposition sollen in diesem Abschnitt mit einem Modell beschrieben werden, um daraus 
gegebenenfalls Aussagen zum Einfluss verschiedener Parameter, wie Monomerkonzentration 
und Haftwahrscheinlichkeiten, auf die Bedeckung desSubstrates mit Protein ableiten zu 
können. Ausgegangen wird dabei von einer Proteinmono erlösung, aus der sich die einzelnen 
Proteine an das Substrat oder auf bereits am Substrat adsorbierten Proteinen abscheiden. Die 
zeitliche Zunahme der am Substrat abgelagerten Proteinmenge x lässt sich als ein 
Zufallsprozess beschreiben, bei dem die Proteindeposition einem Poisson-Prozess folgt: 
 
( ) ( ) ( )xprotxsub exnexndt
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n… die Menge der Proteinmonomere in der Lösung, bezogen auf die Zahl der Gitterplätze 
in einer perfekten S-Schichtmonolage, 
 
x… die Menge der am Substrat abgeschiedenen Monomere, b zogen auf die Zahl der 
Gitterplätze in einer perfekten S-Schicht (x = 1 entspricht einer geschlossenen 
Monolage), 
 
αsub… die Adsorptionsrate eines Monomers auf dem unbeschichteten Substrat und 
αprot… die Adsorptionsrate eines Monomers auf bereits amSubstrat abgeschiedene 
Proteinschichten. 
 
Führt man die dimensionslose Variable τ als reduzierte Zeit 
 
 tsub ⋅= ⋅ατ                                   (6.3.2) 
 






β −= 1                     (6.3.3) 
 
ein, so vereinfacht sich Gleichung (6.3.1) zu 
 
( ) ( ) ( )[ ]xx eexn
d
dx −− −⋅−+⋅−= 11 β
τ
                 (6.3.4) 
 




1                  (6.3.5). 
 
Für den Fall, dass sehr wenig Protein am Substrat abgeschieden wird, das heißt x <<1, kann 
näherungsweise die Reihenentwicklung e-x ≈ 1-x verwendet werden und aus Gleichung (6.3.1) 
ergibt sich: 
 
( )( ) ( ) 2xxnn
dt
dx
protsubsubprotsubsub ⋅−+⋅+−⋅−⋅= αααααα             (6.3.6), 
 
was sich unter Verwendung der Gleichungen (6.3.2) und (6.3.3) reduziert auf 
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                (6.3.7). 
 
Die beiden modellierten Fälle – hohe und niedrige Substratbedeckung (Gleichungen 6.3.5 
bzw. 6.3.7) – können nun unter Variation der Monomerkonzentration in der Lösung und der 
relativen Adsorptionsrate veranschaulicht und ausgewert t werden.  Dazu werden diese 
Gleichungen für einen Satz von Werten für n und β  für den Bereich τ = [0,10] numerisch 
gelöst und die Ergebnisse grafisch dargestellt (Abbildung 6.3.1). 
Für den Fall, dass die Ausgangskonzentration der Monomere sehr klein ist (n < 1), ist aus 
Abbildung 6.3.1 ersichtlich, dass mit zunehmenden Proteinkonzentrationen in der Monomer-
lösung bei konstanter relativer Adsorptionsrate β = 0,5 der Grad der Substratbedeckung nicht 




Abb. 6.3.1: Zeitliche Änderung der Substratbedeckung in Abhängigkeit von der Änderung der eingesetzten 
Proteinkonzentration in der Monomerlösung für den Fall n < 1. 
 
Im Falle der Variation der relativen Adsorption der Proteine bei konstanter 
Proteinkonzentration = 1 zeigt sich, dass die Zunahme der relativen Adsorptionsrate für die 
Substratbedeckung zu Beginn der Abscheidung keine Rolle spielt. Aber mit zunehmender 
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Zeit wird für niedrige relative Adsorptionsraten deutlich schneller eine höhere 
Substratbedeckung erreicht, weil die Monomere in diesem Fall bereits geschlossene Lagen 
auf dem Substrat bilden und sich weniger übereinander legen. 
Abbildung 6.3.2 veranschaulicht dagegen, dass für eine hohe Proteinabscheidung am Substrat 
(x >1) die maximal erreichbare Substratbedeckung mit kleineren Konzentrationen eher 
erreicht wird, im Gegensatz zu Abbildung 6.3.1, wo dies für die größeren Konzentrationen 
gilt. Außerdem wird, wie erwartet, bei steigender Monomerkonzentration in der Lösung eine 
größere Bedeckung der Substratoberfläche erzielt. 
 
 
Abb. 6.3.2: Zeitliche Änderung der Substratbedeckung in Abhängigkeit von der Variation der 
Monomerkonzentration für den Fall n > 1. 
 
Für den Fall, dass n = 1 = konstant ist, unterscheiden sich die Kurven im Grad der 
Substratbedeckung lediglich für mittlere Zeiten. Alle Kurven nähern sich hier im untersuchten 
Zeitraum dem gleichen Wert an (Abbildung 6.3.3). Unter der besonderen Voraussetzung, dass 
sehr wenig Protein am Substrat abgeschieden wird oder die Relaxationszeit sehr kurz ist, 
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                         (6.3.9) 
 









x                (6.3.10) 
 
⇒ ( ) subrel nt αβ ⋅+⋅=− 11 1,  
 
Die Schichtdicke folgt im Zeitablauf einem exponenti llen Zeitgesetz mit der Relaxationszeit 
trel,1. 
 
Abb. 6.3.3: Graphische Darstellung der zeitlichen Äderung der Substratbedeckung in Abhängigkeit von der 
Variation der relativen Adsorptionsrate der Proteine für den Fall n = 1. 
 
 
Für den Fall, dass sehr viel Protein am Substrat abgeschieden wird (x >1) gilt hingegen: 
 




1                 (6.3.11) 
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( )( )[ ]τβ−−−⋅= 1exp1nx                 (6.3.12) 
 
⇒ ( ) subrelt αβ ⋅−=− 11 2, . 
 
Somit kann der Gesamtprozess im Allgemeinen mit zwei R laxationszeiten beschrieben 
werden. Für die folgenden Grenzfälle vereinfacht sich die Beschreibung auf einen Prozess mit 
einer Relaxationszeit: 
 












Während trel,2 nur von der Adsorptionsrate auf der Proteinschicht abhängt, ergibt sich für trel,1 
eine zusätzliche Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration der Monomere. Bei bekannter 
Ausgangskonzentration können aus der Messung der beiden Relaxationszeiten die beiden 
Adsorptionsraten bestimmt werden. 
 
Bei der Betrachtung der experimentellen Daten im Zusammenhang mit dem gerade 
entwickelten Modell können zwei wichtige Aussagen gtroffen werden. Zunächst können den 
experimentell abgeleiteten Konstanten A, B, C, D die physikalischen Größen 
Konzentrationsverhältnis (A, C) und Relaxationszeit bzw. Adsorptionsrate (B, D) zugewiesen 
werden. Während die im Experiment durch die Zeitkonsta ten B und D charakterisierten 
Prozesse im Modell durch die Adsorption von Proteinen am Substrat mit αsub bzw. die 
Adsorption von Monomeren an bereits abgeschiedene S-Schichten mit αProt beschrieben 
werden, findet der Rekristallisationsprozess keine Berücksichtigung. Da das Modell keine 
elastischen Konstanten beinhaltet, kann es den Rekristallisationsprozess nicht beschreiben. 
Somit können mit der theoretisch entwickelten Gleichung (6.3.1) nur die schnellen Prozesse 
zu Beginn der Adsorption charakterisiert werden, nicht aber der langsame 
Rekristallisationsprozess. 
 
Die Integration der S-Schichten und damit die Funktionalisierung von Sensoroberflächen 
bilden den Schwerpunkt dieser Arbeit. Darauf hinleitend wird im folgenden Kapitel 7 die 
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Herstellung von Platin und Goldnanopartikeln zur Dekoration oder Metallisierung von 
S-Schichtproteinen vorgestellt. 
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7 Metallisierung und Dekoration biologischer Template 
 
 
Metallische Nanopartikel weisen, bedingt durch ihre G öße, besondere optische, elektronische 
oder katalytische Eigenschaften auf, was sie für ihre Anwendung zur Funktionalisierung von 
Nanostrukturen interessant macht [14, 47, 48, 49, 50, 98, 99, 117, 118]. Hierzu gehören Gold- 
und Platinnanopartikel, weshalb diese für die S-Schichtfunktionalisierung in dieser Arbeit 
gewählt wurden. In den letzten Jahren konnte nachgewies n werden, dass Goldnanopartikel 
außergewöhnliche katalytische Eigenschaften besitzen, z.B. für die Oxidation von 
Kohlenmonoxid und Wasserstoff, woraus sich interessante Möglichkeiten für sensorische 
Anwendungen erwarten  lassen [119, 120, 121]. Die Nanopartikel können auf 
unterschiedlichen Wegen hergestellt werden. Zum einen können Kolloidlösungen mit 
unterschiedlichen Partikelgrößen hergestellt werden, wofür die Kolloidchemie zahlreiche 
Verfahren entwickelt hat. Zum anderen können Nanopartikel direkt durch Reduktion 
angebundener Metallkomplexe am Biotemplat erzeugt werden, wodurch die Größe der 
entstehenden Cluster durch die Anzahl von maximal angebundenen Komplexmolekülen oder 
durch Strukturvorgaben der Template, z.B. Porengröße, bedingt ist. In diesem Kapitel werden 
beide Verfahrensweisen und deren experimentelle Ergebnisse im Zusammenhang mit den 
eingesetzten S-Schichten besprochen. Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit war die 
Funktionalisierung verschiedener S-Schichtproteine mit Platin- und Goldnanopartikeln. 
 
7.1 Herstellung von Platin- und Goldnanopartikeln 
 
Zunächst sollen die unterschiedlichen Vorgehensweisen zur Herstellung der Platin- und 
Goldnanopartikel vorgestellt werden. Bei der klassischen Synthese von Metallkolloiden 
werden die Lösungen entsprechender Metallsalze reduzi rt, wobei die Nukleation oder 
Keimbildung ausschließlich in der Flüssigphase stattfindet [64, 65, 122]. Man spricht von 
einer homogenen Keimbildung. Um eine kontrollierte Clusterbildung am Biotemplat zu 
ermöglichen, muss die heterogene Keimbildung am Substrat schneller ablaufen, als die 
Homogene in der Lösung [14]. Hierzu wird in einem erst n Schritt das S-Schichtprotein mit 
der Metallkomplexlösung inkubiert. Es findet eine so genannte Aktivierung des S-Schicht-
Proteins statt, wobei es zur Anbindung von Metallkomplexen an die Templatstruktur kommt. 
Die  eigentliche Metallisierung der S-Schicht erfolgt dann durch Zugabe eines 
Reduktionsmittels, wodurch es zur Bildung metallischer Cluster kommt. Eine weitere 
Möglichkeit, die während dieser Arbeit allerdings nicht eingesetzt wurde, bietet die 
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mehrstufige Metallisierung, bei der durch Entfernen von Metallkomplexen und 
Reduktionsmittel aus der Lösung mittels Dialyse Einfluss auf die Bildung der Cluster 
genommen werden kann. 
 
Die zur S-Schichtfunktionalisierung genutzten Platinpartikel wurden ausschließlich durch 
biomimetische Synthese auf den S-Schichttemplaten hergestellt (siehe Anhang A.8). Die 
Größe der Partikel wird damit unter anderem von den Porengrößen der verwendeten 
S-Schichten bestimmt und liegt zwischen 2 und 10 nm (siehe Abschnitt 7.2). Die 
Metallisierung der S-Schichten mit Platin kann entweder vor oder nach der Adsorption der 
Proteine an eine Substratoberfläche erfolgen. Als Referenzprobe dienen ohne Biotemplat 
reduzierte, auf Silizium adsorbierte Platincluster, die mittels 10 mM DMAB aus einer 3 mM 
Metallsalzlösung von K2PtCl4 reduziert wurden. Diese Probe (siehe Abbildung 7.1.1 A) zeigt 
im Vergleich zu einer in Lösung metallisierten S-Schicht (B) und einer am Substrat 
metallisierten S-Schicht (C) von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1, keine 




Abb. 7.1.1: REM-Aufnahmen von (A) Pt-Nanopartikeln an Si-Substrat, (B) in Lösung mit Pt metallisiertem S-
Schichtprotein und (C) am Substrat mit Pt metallisiertem S-Schichtprotein von Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes EM1. 
 
Bei der Referenzprobe (Abb.7.1.1 A) handelt es sich um Cluster, die in Lösung durch 
homogene Keimbildung entstanden sind. Sie weisen ein breiteres Größenspektrum auf und 
neigen zur Agglomeration. Bei der Adsorption an dieSi-Substratoberfläche sind deshalb 
unregelmäßig verteilte Clusteragglomerate zu beobachten. Bei der biomimetischen 
Clustersynthese kann die Größe der Cluster durch die Anzahl der am Biotemplat bindenden 
Metallkomplexe beeinflusst werden. Durch die Anbindu g kommt es außerdem zu einer 
gleichmäßigen Verteilung. Doch auch zwischen Abb.7.1.1 (B) und (C) sind Unterschiede 
ersichtlich, die sich mit der Reihenfolge der Metallisierung der Proteintemplate erklären 
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lassen. Werden die  S-Schichtproteine in einer Lösung aktiviert und metallisiert und erst 
danach an Substratoberflächen adsorbiert, kommt es zu Agglomerationserscheinungen der S-
Schicht-Stücke untereinander und gleichzeitig in Lösung durch homogene Keimbildung 
entstandene Metallcluster lagern sich bei der Adsorption der S-Schichten am Substrat ab.  
Dennoch ist im Vergleich zur rein homogenen Clusterbildung eine regelmäßigere 
Clustergröße und vor allem Verteilung zu erkennen (Abb.7.1.1 B). Geht man noch einen 
Schritt weiter und aktiviert bereits am Substrat adsorbierte S-Schichten, so kann man vor der 
Zugabe des Reduktionsmittels die überschüssige Metallsalzlösung abziehen und somit die 
homogene Clusterbildung nahezu vollständig unterdrücken, da nur die am Biotemplat 
angebundenen Metallkomplexe reduziert werden können. Hierdurch bleiben die Cluster 
deutlich kleiner und sind in Abhängigkeit der S-Schicht-Belegung gleichmäßiger über die 
Substratoberfläche verteilt. Die Proteinschichten kö nen nach ihrer Adsorption nicht mehr 
agglomerieren (Abb.7.1.1 C). Bei der Auswahl des Metallisierungsverfahrens und dessen 
Abfolge sind außerdem die Oberfläche der zu beschichtenden mikroelektronischen 
Bauelemente, und die anwendbaren Beschichtungstechnik n für die Integration der 
funktionalisierten Proteine zu berücksichtigen. Das wird ausführlich im Kapitel 8 diskutiert. 
Neben der bereits ausführlich untersuchten S-Schicht-Metallisierung mit Pt-Nanoclustern, 
rückt mit Blick auf neue Anwendungen in der Katalytik, Sensorik und Biophotonik die Frage 
nach der Erzeugung anderer metallischer Nanostrukturen auf S-Schichten, z.B. 
Goldnanopartikel, immer mehr in den Mittelpunkt. 
  
Neben Experimenten mit Platinclustern wurden auch einig  Experimente zur biomimetischen 
Goldclustersynthese an  S-Schicht-Spezies mit 10 mM wässriger Lösung von KAuCl4 
durchgeführt. Die Reduktion angebundener Goldkomplexe direkt an rekristallisierten 
S-Schichten erfordert eine zeitintensive Aktivierung der metallaffinen Zentren des Proteins 
und eine Optimierung der Reaktionsbedingungen (zur Vorgehensweise siehe Anhang A.9). 
Vorzugsweise wurden deshalb die Goldcluster nach der klassischen Methode als kolloidale 
Lösungen aus HAuCl4 oder KAuCl4 durch kontrollierte Reduktion hergestellt, um damit die 
Möglichkeiten der Dekoration der S-Schichtproteine zu untersuchen. Als Reduktionsmittel 
wurden Citrat, Tannin, Natriumborhydrid, Hydrazin ud Wasserstoffperoxid eingesetzt.  Das 
Farbspektrum der hochdispersen Goldlösungen reichte je nach Größenverteilung der 
erzeugten Clustser von blau bis hellrot. Da die unterschiedlichen Reduktionsverfahren einen 
Einfluss auf die Form, Größe und Oberflächenbeschaffenheit der entstehenden Cluster sowie 
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die Stabilität der kolloidalen Lösungen haben, wurden folgende verschiedene 
Reduktionsmethoden untersucht (siehe Anhang A.10): 
 
a) Citrat-Reduktion,  
b) Natriumborhydrid-Reduktion,  
c) Tannin-Reduktion, 
d) Tannin-Citrat-Reduktion, 
e) Reduktion mit Wasserstoffperoxid. 
 
Reduziert wurde das Gold aus einer 3 mM bzw. 10 mM Metallsalzlösung von HAuCl4 oder 
KAuCl4. Die erfolgreiche Reduktion ist leicht an der charakteristischen Purpurfärbung der 
Goldsole zu erkennen. Die Dekoration der S-Schichten erfolgte danach in Lösung durch 
Zugabe entsprechender Mengen S-Schichtsuspension oder nach Adsorption der S-Schichten 
an eine Substratoberfläche. Das Ergebnis der Dekoration wurde dann 
raserelektronenmikroskopisch oder rasterkraftmikroskopisch (Abschnitt 7.2) untersucht. Bei 
den REM Untersuchungen werden die metallischen Nanopartikel sowohl unter Nutzung des 
SE-Detektors als auch des Inlens-Detektors (Abschnitt 3.1.1) als helle Punkte abgebild t. Im 
Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung der hergestellten Goldcluster aus den 
fünf angewendeten Reduktionsverfahren gezeigt. 
 
a) Citrat-Reduktion 
Mit diesem Verfahren (Anhang A.10a) konnten nahezu monodisperse Goldkolloidlösungen 
mit Partikelgrößen von 20-25 nm hergestellt werden (Abb.7.1.2). Goldkolloide, die ohne 
Verwendung einer Stabilisatorsubstanz hergestellt wrden, sind negativ geladen. Sie bestehen 
aus einem elementaren Kern, der von einer AuCl2- Hülle umgeben ist. Die Stabilität in 
Lösung beruht auf elektrostatischen Abstoßungskräften wodurch ein Agglomerieren der 
Cluster verhindert wird. Die Lösungen sind mindesten  8 Wochen stabil. Die 
Oberflächenladung der Cluster ist bei der Anbindung a  die eingesetzten S-Schichten von 
Bedeutung, da diese, wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, ebenfalls unterschiedliche 
Oberflächennettoladungen aufweisen können. Damit ist es möglich einen gezielten Einfluss 
auf die Bereiche der Dekoration bzw. Funktionalisierung der S-Schichten zu nehmen, was 
unter anderem im Abschnitt 7.2 C mit elektronenmikros opischen  Untersuchungen (siehe 
Abb. 7.2.13) gezeigt werden kann. Abbildung 7.1.2a zeigt die oberflächenladungsabhängige 
Dekoration eines mikrobiellen S-Schichtproteins mit Au-Nanopartikeln aus einer Citrat-
Reduktion. 








Abb. 7.1.2a: REM-Abbildung von S-Schichtproteinen auf Si-Substrat, die mit Au-Nanopartikeln aus einer 
Citrat-Reduktion dekoriert sind. Die dunklen Bereiche sind die flächigen Proteinschichten, von denen nur die 
beiden kleineren Stücke in der Bildmitte mir Au-Nanoclustern belegt sind. Dies deutet darauf hin, dass die 
Proteine bei der Adsorption auf die Si-Oberfläche mit unterschiedlichen Seiten abgelagert worden. Bei 
Verwendung von Goldclustern mit negativer Oberflächenladung ist eine Anbindung dieser an die eher neutral  
Außenseite zu erwarten. Die nicht metallisierten, im Bild einfach grau aussehenden Proteinbereiche habn mit 
dieser Seite an das Si-Substrat adsorbiert und weisen maximal an ihren Randbereichen Au-Cluster auf.   
 
b) Natriumborhydrid Reduktion 
Dieses Reduktionsverfahren (siehe Anhang A.10d) liefert monodisperse Goldsole mit 
kleineren Kolloiden. Die Größe der gemessenen Partikel liegt zwischen 5 und 15 nm 
(Abb.7.1.3). Die entstehenden Partikel stoßen sich hier nicht ausreichend stark durch 
Ladungseffekte ab, weshalb diese Lösung immer frisch angesetzt werden sollte. Aufgrund der 
eingesetzten geringen Metallsalzkonzentrationen und der sehr kleinen Clustergrößen kommt 
es jedoch nicht zur sofortigen Agglomeration. 
 





Abb. 7.1.3: REM-Abbildungen der Goldnanopartikel aus Natriumborhydrid-Reduktion auf Si-Substrat 
 
c) Tannin-Reduktion 
Das Tannin ist ein natürlich vorkommender polyphenolischer Inhaltsstoff von Hölzern und 
Rinden bestimmter Baumarten. Es zeichnet sich durch eine hohe Reaktivität aus, wodurch 
sich eine große Anzahl von Keimen ergibt, deren Bildung eine große Umsatzmenge der 
eingesetzten Au3+-Ionen erfordert. Die reduktive Wirkung von Tannin in alkalischer Lösung 
beruht auf der Bildung eines chinoiden Systems [123]. Die mit diesem Verfahren (siehe 
Anhang A.10c) hergestellten Goldkolloide zeigten eie breite Größenverteilung und eine 
unregelmäßige Morphologie der Partikel, was für eine gleichmäßige Dekoration ungünstig ist. 
Eine weitere Behandlung zur Trennung der Partikelgrößen, z.B. durch Zentrifugation, wäre 
erforderlich, weshalb dieses Verfahren zur Kolloidherstellung für die Funktionalisierung der 
S-Schichten nicht eingehender untersucht wurde. Messungen einzelner Partikel ergaben 
Durchmesser von 15 – 50 nm (Abb.7.1.4). Für die Minimierung der Größenverteilung der 




Abb. 7.1.4: REM-Abbildungen der Goldnanopartikel aus Tannin-Reduktion auf Si-Substrat 
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d) Tannin-Citrat-Reduktion 
Die mit dieser Reduktionsmethode herstellbaren Goldkolloide (siehe Anhang A.10d) lagen 
etwa im Größenbereich von 5 bis 15 nm (siehe Abb.7.1.5), was im Vergleich zur Citrat-
Reduktion eine deutliche Verringerung der Partikelgröße darstellt. Die Größe der Partikel 
hängt vom eingesetzten Mischungsverhältnis Tannin zu Citrat und dem verwendeten Tannin 
ab. Untersuchungen wurden mit den Verhältnissen 4:1 und 4:3 Tannin zu Citrat durchgeführt. 
Positiv im Vergleich zur Tannin-Reduktion ohne Verwndung von Citrat sei hier die geringe 
Schwankung der Teilchengrößenverteilung hervorgehobn. Eine mögliche Erklärung für 
diesen Effekt ist die zusätzliche Reduktionswirkung von Citrat, die beim Einsatz 
gleichkonzentrierter Goldkomplexlösung zur Bildung einer erhöhten Anzahl von 
Nukleationszentren führt, die durch den rascheren Vrbrauch der in der Lösung enthaltenen 
Komplexionen stabil vorliegen. Im Abschnitt 7.2 werd n Ergebnisse der Dekoration 
verschiedener S-Schichtproteine mit monodispersen Goldpartikeln bei einem Tannin zu 




Abb. 7.1.5 REM-Abbildungen der Goldnanopartikel aus Tannin-Citrat 4:3 Reduktion auf Si-Substrat 
 
e) Reduktion mit Wasserstoffperoxid 
Für die Reaktion wurde 30%ig Wasserstoffperoxid (H2O2) als Reduktionsmittel verwendet 
(siehe Anhang A.10 e). Das gebildete Goldsol enthält sehr große Partikel mit Durchmessern 
von bis zu 250 nm, die für eine Dekoration von S-Schichten nicht geeignet sind.  
 





Abb. 7.1.6: REM-Abbildungen der Goldnanopartikel aus H2O2-Reduktion auf Si-Substrat 
 
 
7.2 Funktionalisierung verschiedener S-Schichtproteine 
 
Die verschiedenen S-Schichtproteine differieren in ihren Eigenschaften (siehe Kapitel 2 und 
Kapitel 5), wodurch sich auch Unterschiede für ihre M tallisierung ergeben. In diesem 
Abschnitt werden grundlegende Untersuchungen des Metallisierungsverhaltens an 
verschiedenen S-Schichtspezies vorgestellt, womit auch ein allgemeiner Beitrag zum 
Verständnis der Metallisierbarkeit von Biomolekülen geleistet wird. Diese Untersuchungen 
wurden im Rahmen zweier Projekte zur biologischen Synthese von Metallclustern an 
Proteinen und deren technischer Nutzung durchgeführt und hatten zum Ziel, die 
Metallisierbarkeit von S-Schichten mit Gold- und Platinclustern zu testen, um so deren 
Potential für die katalytische Oxidation von CO und NOx erforschen zu können. 
Die Motivation zur Untersuchung von Metallisierungs- und Dekorationsverhalten an 
verschiedenen S-Schichtspezies liegt darin, dass unterschiedliche Anforderungen von 
verschiedenen Anwendungen nicht von einem S-Schichttyp allein erfüllt werden können. 
Unterschiede in den Eigenschaften der S-Schichtproteine, wie z.B. Porengrößen, 
Glycosilierungen, Ladungsunterschiede usw. ermöglichen es, für jede Anwendung den 
optimalen S-Schichttyp auszuwählen. Das langfristige Ziel wäre also der Aufbau einer 
Datenbank, die fundamentales Wissen über die Eigenschaften und Handhabbarkeit der 
bakteriellen Zellhüllenproteine und deren technischer Einsatzmöglichkeiten bereithält. 
Wichtige Informationen in diesem Zusammenhang sind z.B., welche Metalle und welche 
Arten der Funktionalisierung für die jeweilige S-Schichtspezies am besten geeignet sind, oder 
die Porengrößen und deren Verteilung bei S-Schichten. L tztere sind für Rückschlüsse auf 
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entstehende Clustergrößen und auch genetische Modifikationsmöglichkeiten zur Anpassung 
an spezielle Anwendungen (siehe Abschnitt 2.2) von Bedeutung. Die Vielfalt der möglichen 
Informationen und Anwendungen bedeutet einen großen Forschungsbedarf auf diesem 
Gebiet. 
 
Die Funktionalisierung der S-Schichten kann neben d zwei bereits beschriebenen Wegen 
der direkten Reduktion am Templat oder der Dekoratin aus Kolloidlösungen auch auf 
physikalischem Weg erfolgen (Abb. 7.2.1). Dabei werden bereits am Substrat adsorbierte 
Proteine durch gepulste Laserablation von metallischen Targetmaterialien mit sehr dünnen 
Schichten bedeckt, so dass ein Einfluss der Proteinstruktur auf die Abscheidung der Metalle 
denkbar ist. Dieser Einfluss erstreckt sich auch hier auf mindestens zwei Effekte, zum Einen 
ist wieder die Verwendung der S-Schicht als nanoskaliges Templat durch Nutzung der Poren 
denkbar, und zum anderen können bei der Laserablation Ladungszentren und metallaffine 
Bindungsstellen der S-Schichten genutzt werden. 
 
Funktionalisierung von Sensor- und Katalysatoroberfl ächen mittels biomolekularem Templating
Verschiedene S-Schichten (unterschiedlich große Por en/ Affinitäten)
• Aktivierung (Metallsalze)
• Reduktion  (Reduktionsmittel)














Abb. 7.2.1: Übersicht zu drei Möglichkeiten der Funktionalisierung von S-Schichten mit Metallnanoclustern. 
 
Für die Konzipierung und die Auswertung von Experimnten zur Metallisierbarkeit 
verschiedener S-Schichten sind Kenntnisse über den Aufbau und die Struktur der Proteine 
sowie die Morphologie der Schichten sehr nützlich (siehe Kapitel 5). Mit den in Kapitel 5 
vorgestellten  S-Schichtsystemen von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1, 
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980, Bacillus sphaericus NCTC 9602 sowie 
einigen anderen nicht genauer spezifizierten Arten wurden verschiedene 
Metallisierungsexperimente durchgeführt, von denen ei ige im Folgenden nacheinander 
vorgestellt und diskutiert werden sollen. Für die Diskussion der experimentellen Ergebnisse 
wurden folgende Schwerpunkte gesetzt: 
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• Ist das entsprechende S-Schichtprotein grundsätzlich metallisierbar? Sind Affinitäten 
zu bestimmten Metallen festzustellen? 
• Sind metallische Cluster nur am Protein sichtbar? Können Rückschlüsse auf 
Oberflächenladungen an Protein und Clustern gezogen werden?  
• Lassen sich Aussagen zur Verteilung und Belegungsdichte der metallischen Cluster 
am Protein treffen?  
Die Proben wurden mittels Rasterelektronenmikroskop analysiert, wobei Proteinstrukturen als 
dunklere Bereiche auf dem Siliziumsubstrat abgebildt werden und die metallischen Cluster 
als helle Punkte sichtbar sind. 
 
A) Experimente mit S-Schichten von Bacillus stearothermophilus ATCC 12980 
Das System wurde zuerst auf seine Metallisierbarkeit mit Goldnanoclustern getestet. Die 
grundsätzliche Metallisierbarkeit dieses Systems wurde durch die Dekoration adsorbierter 
Proteinschichten mit Goldclustern aus einer Tannin-Citratreduktion (4:1) sowie NaBH4-
Reduktion (Anhang 10) nachgewiesen. Die Proteinschichten zeigten sich bei der REM-
Untersuchung als dicht mit Au-Clustern belegte Flächen (siehe Abb.7.2.2). Die aus der 
Tannin-Citratreduktion gewonnenen Cluster waren nur am Protein sichtbar (A). Auch die mit 
NaBH4 erzeugten Cluster kennzeichnen die S-Schichten durch eine hohe Belegungsdichte 
(B). Da dieses S-Schichtsystem vorzugsweise röhrenfö mig an die Si-Oberfläche adsorbiert, 





Abb. 7.2.2: REM-Aufnahmen rekristallisierter S-Schichten von B. stearothermophilus ATTC 12980 auf Si-
Substrat mit Goldclustern aus (A) Tannin-Citrat-Reduktion (4:1) und (B) Natriumborhydridreduktion 
dekoriert.  
 
Auch die direkte Metallisierung des Proteins durch die chemische Reduktion von Au3+ 
aktivierten S-Schichtassemblaten konnte gezeigt werden. Eine Abbildung der für dieses 
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Protein typischen p2 Gittersymmetrie durch die kolloidal und heterogen gebildeten 
metallischen Nanocluster war dagegen nicht möglich. Dies kann an den geringen 
Gitterabständen dieses S-Schichttyps liegen (siehe Abschnitt 5.1). Eine interessante 
Beobachtung lieferten mehrere, durch NaBH4-Reduktion metallisierte Proben, bei denen 
bestimmte, mehrfach übereinander liegende Bereiche nicht durch die Goldcluster bedeckt 
waren (Abb. 7.2.3). Dies beweist, dass auch hier Ladungsunterschiede an den Innen- und 
Außenseiten des Proteingitters existieren. Da die Cluster ohne Anwendung eines 
Stabilisierungsmittels verwendet wurden, sind sie von einer negativen Ladungshülle 
umgeben, wodurch sie an eine positiv geladene Stelle am Protein binden. Dort wo auf den 
mehrfach geschichteten Proteinstrukturen (dunklere Bereiche auf den REM Abbildungen 
7.2.3) keine Cluster auf der Fläche zu sehen sind, zeigen sie sich zumindest am Rand, wo der 




Abb. 7.2.3: REM-Aufnahmen rekristallisierter, röhrenförmiger S-Schicht-Assemblate von B. 
stearothermophilus ATTC 12980 auf Si-Substrat mit Goldclustern aus Natriumborhydridreduktion 
metallisiert. Die hellen Punkte zeigen die 5 -15 nm großen Goldcluster. 
 
Eine Aussage darüber, welche Seite dieses S-Schichtproteins die Ladungszentren mit der 
höheren Affinität zu Clustern mit negativer Oberflächenladung aufweist, lässt sich durch 
REM Untersuchungen nicht mit Sicherheit ermitteln. Hierzu sind Oberflächenmodifikationen 
an den Substraten notwendig, die ein gezieltes Abscheiden der S-Schichten mit der Innen- 
oder Außenseite ermöglichen, so dass sich nach erfolgter Metallisierung sichere Aussagen 
hinsichtlich der Ladungsverteilung treffen lassen. In der Literatur finden sich hierzu für 
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B) Experimente mit S-Schichten von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 
 
Aus der Arbeitsgruppe von Prof. van Pèe, Professur für Allgemeine Biochemie der TU 
Dresden,wurden die aufgereinigten S-Schichtsuspensionen in glycosilierter und 
unglycosilierter Form sowie als Gemisch beider Formen geliefert. Die Metallisierbarkeit 
dieses Systems mit Platinnanoclustern konnte sehr sc nell durch eine Aktivierung der 
Proteine mit einer K2PtCl4-Lösung und anschließender Reduktion der Metallsalzkomplexe 






Abb. 7.2.4: TEM-Aufnahmen Pt metallisierter nativer S-Schichten von T. thermosulfurigenes EM1. Die S-
Schichten wurden mit K2PtCl4 aktiviert und anschließend mit DMAB reduziert. A) Eine metallisierte und 
mehrfach gefaltete S-Schichtlage. B) Doppelt liegende, metallisierte S-Schicht. Die Pt-Cluster lassen die p6 
Gitterstruktur des Proteins erkennen. Insert: Powerspektrum von B mit sechszähliger Periodizität. Die 
nebeneinander liegenden Periodizitätsmarkierungen entstehen, durch zwei leicht versetzt 
übereinanderliegenden S-Schichten. 
 
metallisierten Proben konnte die hexagonale (p6) Gittersymmetrie dieses S-Schichtsystems 
wiedergefunden werden. Einzelne Metallcluster sind durch ihre Größe und die Abstände 
zueinander gut zu erkennen. Damit konnte ein durchschnittlicher Gitterabstand von 
19,3 ± 0,4 nm für die metallisierten Proben ermittelt werden (Abbildung 7.2.5). Der hieraus 
resultierende geringe Unterschied zu der an nativen S-Schichtproben ermittelten 
Gitterkonstante (siehe Abschnitt 5.2) kann auch auf die Größenverteilung der entstandenen 
Metallcluster zurückgeführt werden [126]. 





Abb. 7.2.5: A) Vergrößerter Ausschnitt der TEM-Aufnahme von Pt-Clustern (schwarz) in S-Schicht-Poren 
von T. thermosulfurigenes EM1 aus Abb. 7.2.4B. B) Die Gitterstruktur kann mit dem Programm WSxM von 
Nanotec Electronica und dessen 2D Selbskorrelationsfunktion gezeigt werden. Die Funktion zur Berechnung 
der mittleren Gitterabstände ergab einen Wert von 19,3± 0,4 nm.  
 
Mit ähnlichen Versuchen zur Metallisierung dieses S-Schichttyps mit Pt-Nanopartikeln nach 
Adsorption an Siliziumsubstrat konnten sehr gute Ergebnisse nach REM-Auswertung gezeigt 
werden. Das Wachstum der Cluster erfolgt am adsorbierten Biotemplat ebenfalls über eine 
heterogene Keimbildung. Die Proteine werden bei der REM-Untersuchung auf dem Si-
Substrat als helle Flächen durch ihre Metallisierung mit Pt-Clustern sichtbar. Diese Flächen 
präsentierten eine sehr dichte und homogene Clusterver ilung, während direkt auf der 





Abb. 7.2.6: A) REM-Aufnahme mit Pt-Clustern metallisierter S-Schichten (helle Flächen) von T. 
thermosulfurigenes EM1 nach Adsorption an Si-Substrat. Am Si-Substrat sind nur vereinzelte Platincluster 
adsorbiert. B) Die Proteinflächen sind sehr dicht und homogen  mit Pt-Clustern metallisiert worden.  
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Nicht alle getesteten Metallisierungsverfahren zeigten so gute Ergebnisse. Beim Einsatz 
anderer Metallsalzlösungen, z.B. Gold, oder der Wahl eines anderen Reduktionsmittels, waren 
große Unterschiede zu beobachten, was mit den jeweiligen Reaktionsbedingungen, z.B. pH-
Wertänderung, oder auftretender Oberflächenladung zusammen hängt. Der Versuch, diese 
Proteine in Lösung mit KAuCl4-Lösung unter Verwendung von NaBH4 als Reduktionsmittel 
zu metallisieren, ergab keine geordnete und dichte Clusterbelegung. Auf sehr selten flächig 
adsorbierten S-Schichten zeigte sich nur eine gerin Anzahl von Au-Clustern (Abb. 7.2.7 A). 






Abb. 7.2.7: A) REM-Aufnahme mit Goldclustern in Lösung metallisierter Proteine von T. thermosulfurigenes 
EM1 nach Adsorption an Si-Substrat und NaBH4 als Reduktionsmittel. Am Si-Substrat sind keine Au-Cl ster 
adsorbiert und auf flächig adsorbierten Proteinschichten sind nur vereinzelte Cluster oder Clusteraggre ate zu 
sehen. B) Die Proteine sind bereits in der Lösung aggregiert. Die in Lösung metallisierten S-Schichten werden 
durch ihre Gewichtszunahme schneller sedimentiert, so dass sie einen optisch sichtbaren Bodensatz bilden. 
Nach der Adsorption sind sie als Clusterhaufen auf der Si-Oberfläche sichtbar. 
 
Auch die Möglichkeit, die Schichten erst an das Si-Substrat zu adsorbieren und anschließend 
mit KAuCl4-Lösung und NaBH4 als Reduktionsmittel zu metallisieren, wurde getest t, wobei 
keine selektive Proteinmetallisierung und keine dichte, homogene Clusterbelegung erreicht 
werden konnte (Abbildung 7.2.8), was an den bei dieser Reaktion auftretenden eher niedrigen 
und somit für die S-Schichten ungünstigeren pH-Bedingungen liegen kann. Bei der heftigen 
Reaktion unter Zugabe von NaBH4 zur KAuCl4-Lösung kommt es zur Bildung von sehr 
kleinen Clustern, die möglicherweise auch homogen aus dem Lösungsüberstand entstehen 
und am Si-Substrat sowie unspezifisch am Protein adsorbieren. 




Abb. 7.2.8: REM-Aufnahme an Si-Substrat adsorbierter S-Schichtproteine von T. thermosulfurigenes EM1, 
die mittels KAuCl4 und NaBH4 als Reduktionsmittel metallisiert worden. Es erfolgte keine selektive 
Metallisierung des Proteins.  
 
Die Reduktion der KAuCl4 aktivierten, bereits auf Si-Substrat adsorbierten, S-Schichten mit 
DMAB brachte dagegen wieder sehr gut metallisierte Schichten, bei denen die Cluster dicht 
auf der Oberfläche zu beobachten sind. Die Cluster entstanden dabei ausschließlich an den 
Proteinoberflächen (Abbildung 7.2.9 A). Unter Verwendung von DMAB als Reduktionsmittel 
wird damit die heterogene Keimbildung am Biotemplat eindeutig bevorzugt. Bei der 
Untersuchung dieser Schichten mit höheren Vergrößerung n ist eine reguläre Anordnungen 





Abb. 7.2.9: A) REM-Aufnahme an Si-Substrat adsorbierter S-Schichtproteine von T. thermosulfurigenes 
EM1, die mittels KAuCl4 und DMAB als Reduktionsmittel metallisiert worden. Es erfolgte eine selektive 
Metallisierung des Proteins. B) Durch eine höhere Auflösung ist eine reguläre Anord ung der Au Cluster  am 
Protein erkennbar. 
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Da entsprechend modifizierte Proteine vorlagen, konnte auch der Einfluss einer 
Glycosilierung auf die Metallisierbarkeit des S-Schichtproteins von T. thermosulfurigenes 
EM1 untersucht werden. Besonderes Augenmerk galt eventuellen Unterschieden im 
Assemblierungsverhalten und den bevorzugten Bindungsstellen der Metallcluster. Die 
einzelnen Fraktionen wurden unter jeweils gleichen Bedingungen nach Adsorption an 
Siliziumsubstrat mit Platin- oder Goldkomplexlösung aktiviert und anschließend reduziert. 
Als Reduktionsmittel wurden DMAB für die Dikaliumtetrachloroplatinatlösung sowie Tannin 
und NaBH4 für die Kaliumtetrachloroauratlösung gewählt (siehe Anhang A8 bis A10b und d). 
Die Auswertung der Proben erfolgte am REM (siehe Abbildung 7.2.10 a bis c). 
Mit K 2PtCl4-Lösung und DMAB als Reduktionsmittel konnten die verschiedenen 
Proteinformen ausgezeichnet metallisiert werden. Die Schichten sind sehr dicht und 
gleichmäßig metallisiert und am Substrat adsorbieren nur vereinzelte Cluster (siehe 
Abbildung 7.2.10a). Eine Differenzierung im Metallbindungsverhalten von aufgereinigten 
glycosylierten und nicht glycosylierten Proteinformen konnte bei Verwendung von K2PtCl4-





Abb. 7.2.10a: REM-Aufnahmen an Si-Substrat adsorbierter und Pt/ DMAB metallisierter S-Schichtproteine von 
T. thermosulfurigenes EM1 in unglycosilierter Form (A), glycosilierter Form (B) und als Gemisch (C) aus 
beiden Proteinformen. 
 
Mit KAuCl 4-Lösung und Tannin als Reduktionsmittel konnten die Proteine ebenfalls sehr gut 
metallisiert werden. Die Schichten sind sehr dicht, aber im Vergleich zu Platin nicht so 
gleichmäßig metallisiert. Auf dem Substrat adsorbieren nur vereinzelte Cluster. Zwischen 
dem Metallbindungsverhalten von aufgereinigten glycos lierten und nicht glycosylierten 
Proteinformen kann mittels REM-Auswertung kein Unterschied beschrieben werden, 
allerdings unterscheiden sich die metallisierten Oberflächen dieser Proteinformen geringfügig 
in ihrer Morphologie. An den unglycosiliereten Proteinen treten häufig ausgeprägte lokale 
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Strukturdifferenzen auf, während die glycosilierten Proteine eher gleichmäßig flach 
metallisiert wurden. In der Mischform treten diese Unterschiede gemeinsam auf und sind 





Abb. 7.2.10b: REM-Aufnahmen an Si-Substrat adsorbierter und Au/ Tannin metallisierter S-Schichtproteine 
von T. thermosulfurigenes EM1 in unglycosilierter Form (A), glycosilierter Form (B) und als Gemisch (C) aus 
beiden Proteinformen. 
 
Auch mit KAuCl4-Lösung und NaBH4 als Reduktionsmittel wurde eine Metallisierung der 
Proteinformen nachgewiesen. Die Form der S-Schichtstücke war hierbei allerdings in allen 
Fällen stark verändert. Dies könnte eine Auswirkung des hier angewandten Reduktionsmittels 
sein, welches sich denaturierend auf die Struktur der S-Schichten auswirken kann. Eine 
Differenzierung im Metallisierungsverhalten oder ausgeprägte Morphologieunterschiede der 
funktionalisierten Proteinformen konnten nicht festgestellt werden. Die S-Schichten sind dicht 
mit den gebildeten Goldclustern bedeckt, allerdings sind diese eher unregelmäßig auf deren 
Oberfläche angeordnet, wofür eine Denaturierung des Proteins ursächlich sein kann (siehe 





Abb. 7.2.10c: REM-Aufnahmen an Si-Substrat adsorbierter und mit Au/ NaBH4 metallisierter S-Schichtproteine 
von T. thermosulfurigenes EM1 in unglycosilierter Form (A), glycosilierter Form (B) und als Gemisch (C) aus 
beiden Proteinformen. 
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Eine optimale Metallisierung dieser S-Schichten mitverschiedenen Metallen (Au, Pt) unter 
Verwendung unterschiedlicher Reduktionsmittel konnte hier gezeigt werden. Besonders 
hervorzuheben ist die gleichmäßige Metallisierung großer Flächen bei Reduktion von K2PtCl4 
und KAuCl4 mit DMAB nach Adsorption der Proteinassemblate am Substrat, wie sie in 
diesem Abschnitt beschrieben wurden. 
 
C) Experimente mit S-Schichten von Bacillus sphaericus NCTC 9602 
 
Die Metallisierbarkeit dieser S-Schichten mit Platin und Palladium wurde bereits in 
zahlreichen anderen Arbeiten nachgewiesen [20, 21, 49, 50, 98, 127]. Im Unterschied zu 
diesen Arbeiten wurden hier unter dem Aspekt der Erzeugung von metallischen 
Nanostrukturen auf S-Schichten für Anwendungen in der Katalytik, Sensorik und 
Biophotonik verschiedene Methoden zur Metallisierung des Proteins mit Pt-Nanoclustern 
hinsichtlich der Erzeugung verschiedener Clustergrößen sowie die Metallisierung mit Au-
Nanopartikeln getestet. Ein besonders wichtiges Ziel war die Funktionalisierung der Proteine 






Abb. 7.2.11: REM-Aufnahmen: A) In Lösung metallisierte und anschließend am Substrat adsorbierte S-
Schichtproteine von B. sphaericus. Aktivierung mit K2PtCl4 und Reduktion mit DMAB. B) Aktivierung der 
Proteine mit KAuCl4 und Reduktion mit DMAB. Bei gleichen Vergrößerunge ist erkennbar, dass die unter 
gleichen Bedingungen gebildeten Goldcluster weniger strukturiert und etwas größer als die Platinnanopartikel 
sind. 
 
Für einen Vergleich wurden die S-Schichtproteine von Bacillus sphaericus NCTC 9602 
zunächst unter gleichen Reaktionsbedingungen in Lösung mit K2PtCl4 und KAuCl4 aktiviert 
und mit DMAB reduziert. Anschließend erfolgte die Adsorption an Si-Substrate. Diese 
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Proben wurden mittels REM untersucht und zeigten, dass das System grundsätzlich mit 
diesem Metallisierungsverfahren unter Verwendung einer Goldkomplexlösung zu 
funktionalisieren ist. Bei entsprechender Vergrößerung ist zu erkennen, dass die gebildeten 
Goldcluster etwas größer und nicht so strukturiert sind (Abbildung 7.2.11 B), wie die 
Platinnanopartikel (siehe Abbildung 7.2.11 A). Grundsätzlich neigen die in Lösung 
metallisierten Proteine zur Agglomeration, wodurch für eine Funktionalisierung großer 
Substratoberflächenbereiche die Methode zugunsten dr Substratbedeckung modifiziert 
wurde. Hierfür wurden die Proteine erst nach ihrer Assemblierung oder Adsorption an die 
Substratoberflächen metallisiert bzw. dekoriert. Eine Dekoration solcher an Si-Substrat 
adsorbierten Proteinschichten mit Goldkolloiden aus einer Citratreduktion zeigte eine 






Abb. 7.2.12: A) REM-Aufnahme von am Si-Substrat adsorbierten S-Schichten, die mit Goldkolloiden aus 
einer Citratreduktion dekoriert wurden. Die Substratoberfläche zeigt einen sehr guten Bedeckungsgrad mit S-
Schichtprotein. Die ganz hellen Flächen zeigen das Si-Substrat, wo vereinzelt Goldcluster adsorbierten. Die 
einheitliche hellgraue Fläche ist eine einseitig monolagig adsobierte Proteinschicht, die wahrscheinlich 
negative Nettoladung aufweist, weshalb keine Goldkol oide darauf sichtbar sind. Die dunkleren Flächen sind 
S-Schichten in Mehrfachlagen, wobei wahrscheinlich die neutrale  oder leicht positiv geladene Seite obnauf 
liegt, weshalb es hier zu einer starken lokalen Ablagerung der Goldkolloide kam. B) REM-Aufnahme von am 
Si-Substrat adsorbierten S-Schichten, die mit Au-Nanop rtikeln aus einer NaBH4-Reduktion dekoriert wurden. 
Die Substratoberfläche zeigt die adsorbierten Proteinschichten in Mono- und Mehrfachlage mit unspezifisch 
und unregelmäßig auf allen Flächen liegenden Goldnanoclustern. 
 
Die Substratoberfläche wies einen sehr guten Bedeckungsgrad mit S-Schichtprotein auf. Die 
Goldcluster der Citratreduktion haben eine negative Oberflächenladung und binden nur an 
Oberflächen mit positiven oder neutralen Ladungszentren. Da bekannt ist, dass 
S-Schichtproteine einen seitenspezifischen Ladungsunterschied aufweisen (siehe Abschnitt 
2.1), kann hiermit die lokale Dekoration der Proteine, die in Mehrfachschichtung 
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adsorbierten, erklärt werden. Die sehr hellen Flächen zeigen das Si-Substrat, wo ebenfalls 
vereinzelt Goldcluster adsorbierten. Die einheitliche hellgraue Fläche ist eine einseitig 
monolagig adsobierte Proteinschicht, die wahrscheinlich negative Nettoladungen aufweist, 
weshalb sich dort keine Goldkolloide abscheiden (siehe Abbildung 7.2.12 A). 
Die dunkleren und sehr dunklen Bereiche zeigen S-Schichtproteine in Mehrfachlagen, wobei 
diese wahrscheinlich mit der neutralen oder leicht positiv geladenen Seite nach oben zeigen. 
Dadurch kommt es zur starken lokalen Adsorption der Goldkolloide an diese Bereiche. Dieses 
Phänomen eröffnet für technische Anwendungen ebenfalls vielfältige Möglichkeiten der 
lokalen Funktionalisierung. Durch die Steuerung derProteinassemblierung mittels vorher 
modifizierter Substratflächen (Aufbringen von Ladunge  durch Beglimmen mit Plasma oder 
Beladung mit funktionellen Gruppen bzw. Ionen) lässt sich die Adsorption gezielt 
herbeiführen. Im Gegensatz hierzu konnte mit Goldkol oiden einer NaBH4-Reduktion keine 
lokale Dekoration der S-Schichten beobachtet werden, was ebenso für die S-Schicht von T. 
thermosulfurigenes EM1 beobachtet wurde (siehe Abb.7.2.8). Die so erzeugten Nanopartikel 
adsorbierten unregelmäßig an der gesamten Oberfläche (siehe Abbildung 7.2.12 B). 
 
In weiteren Dekorationsversuchen wurden die S-Schichten mit kommerziellen 5 nm großen 
Goldkolloiden dekoriert. In diesem Fall konnte wieder die spezifische Anlagerung der 
Nanopartikel an die neutralen S-Schichtflächen beobachtet werden, was darauf schließen 
lässt, dass diese Goldpartikel von einer negativen Ladungshülle in der Lösung stabilisiert 
werden. Die so stabilisierten Goldkolloide lagern sich nur an neutrale oder positive 
Ladungszentren an, die ein Merkmal der äußeren S-Schichtseite sind (siehe Abbildung 
7.2.13). Auf den im Bild sehr hellen Siliziumoberflächen liegen vereinzelte Goldcluster. Auf 
den sehr dunklen, mindestens doppelt liegenden S-Schichten ist die Clusterbelegung sehr 
dicht, während auf den hellgrauen Flächen der Proteinschicht  kaum Nanocluster zu sehen 
sind. Unter dem Gesichtspunkt der Funktionalisierung verschiedener S-Schichtproteine durch 
Metallisierung oder Dekoration mit unterschiedlichen Metallnanoclustern könnten an dieser 
Stelle noch viele weitere Experimente vorgestellt werden, was aber den Rahmen dieser Arbeit 
überschreiten würde. Hiermit sollte das Ziel verfolgt werden, die Möglichkeiten aufzuzeigen, 
die sich zum einen durch die Wahl der Metallsalzlösungen und deren Methoden zur 
Kolloidherstellung und zum anderen aus der Einsatzmöglichkeit unterschiedlichster 
S-Schichtsysteme ergeben. 
 




Abb. 7.2.13: REM-Abbildungen von am Si-Substrat adsorbierten S-Schichten, die mit kommerziellen 
Goldkolloiden 5 nm dekoriert wurden. Die spezifische Anlagerung der Goldpartikel an bestimmte Proteinflächen 
lässt auf Ladungsunterschiede schließen. Die mit einer negativen Ladungshülle stabilisierten Goldkolloide lagern 
sich nur an neutrale oder positive Ladungszentren an. Auf den im Bild sehr hellen Siliziumoberflächen liegen 
vereinzelte Goldcluster. Auf den sehr dunklen, mindestens doppelt liegenden S-Schichten ist die 




Es konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, mit den beschriebenen nasschemischen 
Methoden der Metallisierung oder Dekoration die erzeugbaren Clustergrößen im Bereich der 
jeweiligen S-Schichtporengrößen von 2 – 10 nm zu definieren. Bei der Herstellung von 
Kolloidlösungen können Partikeleigenschaften, wie Größe und Ladung, durch Anwendung 
verschiedener Reduktionsmethoden eingestellt werden. Durch den Einsatz unterschiedlicher 
Metallpartikel können bestimmte Affinitäten oder Ladungszentren an den Biotemplaten für 
die Metallisierung oder Dekoration genutzt werden, was mit negativ geladenen Goldkolloiden 
gelang, die dann seitenspezifisch an die adsorbierten S-Schichten binden. Eine 
Funktionalisierung mit Gold- oder Platinclustern wurde für die S-Schichtproteine von 
Bacillus stearothermophilus ATCC 12980, Bacillus sphaericus NCTC 9602 und 
Thermoanaerobacterium therosulfurigenes EM1 gezeigt. Letztere konnten sowohl in ihrer 
glycosilierten Form als auch in ihrer unglycosilierten Form mit Gold- und Platinpartikeln 
funktionalisiert werden. Die Metallisierung oder Dekoration der S-Schichtproteine in Lösung 
führt häufig zur Agglomeration der funktionalisiertn Proteine. Dies kann durch vorherige 
Adsorption der Proteine an ein Substrat vermieden wrden, allerdings ist die angebundene 
Seite dann nicht mehr für eine Clusteranbindung zugänglich. 
Mit diesen Ergebnissen sind verschiedene Wege und Methoden für die Funktionalisierung 
von S-Schichtproteinen mit Metallnanoclustern aufgezeigt. Im folgenden Kapitel wird nun die 
Integration und Anwendung solcher Funktionsschichten auf Sensorstrukturen vorgestellt. 
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8 Biomolekulare Funktionsschichten auf Sensoroberflächen 
 
Funktionalisierte S-Schichtproteine könnten mit ihren außergewöhnlichen, katalytischen 
Eigenschaften dazu beitragen, die Empfindlichkeiten verschiedener Mikrosensoren zu 
verbessern. Dazu müssen die S-Schichten in mikroelektronische Schaltkreise integriert 
werden, ohne dass hierbei einen Schaden nehmen. Die erfolgreiche Entwicklung einer 
Methodik, die dieses gewährleistet, bildet den Schwerpunkt der Arbeit. 
 
Durch die Funktionalisierung der Biomoleküle mit metallischen Nanoclustern oder Enzymen 
sollen mikroelektronische Bauelemente für neuartige S nsoranwendungen, insbesondere 
Brennwertsensoren von Gasen, erschlossen werden. Di in dieser Arbeit interessierenden 
sensorischen Effekte sind zum einen der Nachweis von chemischen Reaktionen auf den 
Oberflächen über lokale thermische Effekte auf Pyrosensorarrays und zum anderen die 
Änderung der Resonanzfrequenz eines piezoelektrischen Schwingers durch Veränderung der 
Massenbelegung durch Anlagerung von Biomolekülen an der Oberfläche. Mit der 
Beschichtung mikroskopischer Pyrosensoren konnten kalorimetrische Gassensoren aufgebaut 
werden.  
 
Zur Verbindung von biomolekularen Funktionsschichten und mikroelektronischen Strukturen 
mussten grundlegende Erfahrungen gewonnen werden, z. B. welche Bedeckungsgrade mit 
verschiedenen Beschichtungstechniken erreichbar sind u d wie sich die Schichten am 
Substrat stabilisieren lassen. Als Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Problemlösung zu sehen, 
wie die Beschichtung der unterschiedlich strukturierten Bauelemente mit den Proteinen 
realisiert werden konnte, was unter anderem im folgenden Kapitel ausführlich erläutert wird. 
Für die Beschichtung der Sensoroberflächen wurde ausschließlich S-Schichtprotein von 
Bacillus sphaericus NCTC 9602 verwendet, weil hierfür die Zerlegung und Rekristallisation 
der Monomere am besten untersucht ist.  
 
8.1 Integration von S-Schichten in mikroelektronische Strukturen 
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, neue Lösungswege für eine lokal begrenzte, homogene 
Beschichtung der aktiven Sensoroberflächen mit Abmessungen im 100-Mikrometer Bereich 
und zu deren anschließender Metallisierung mit Platin zum Aufbau von effizienten, 
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nanostrukturierten Funktionsschichten auf den integrierten Sensorarrays zu erarbeiten und 
gemeinsam mit den Projektpartnern deren sensorische Funktion zu messen. 
Mittels Langmuir-Blodgett (LB)-Technik (siehe Abschnitt 3.2.1) ist es gelungen, S-Schicht-
Flächen von mehreren Quadratmillimetern Größe an der Grenzfläche Wasser-Luft zu 
rekristallisieren, die anschließend auf die gewünschten Substrate übertragen werden können. 
Zur Charakterisierung der Qualität dieser Schichten wurden diese auf TEM-Netzchen 
übertragen, mit Uranylacetat negativ gestaint und elektronenmikroskopisch untersucht. Aus 
diesen Ergebnissen und vergleichbaren Untersuchungen aus der Literatur ging hervor, dass 
bei der Erzeugung von LB-Schichten an der Wasser-Luft-Grenzfläche lediglich Liniendefekte 
zwischen kristallinen Domänen entstehen. Amorphe Bereiche zwischen den Domänen 
existieren nicht und die Belegungsdichte der Substratoberfläche mit Proteineinheitszellen 
beträgt über 90% [20, 128]. Obwohl es mit der LB-Technik möglich ist, Monolagen von 
S-Schichten in gewünschter Größe und Qualität herzustellen, konnte diese Technik für die 
Beschichtung der mikroelektronischen Bauelemente nicht angewendet werden. Dafür gab es 
zwei Gründe. Zum einen ist es mittels dieser Technik sehr schwer möglich, lokale 
Beschichtungen der Sensorpixel selektiv vorzunehmen. Hierfür müssten größere 
Waferoberflächen mit Protein beschichtet und nachträglich, z.B. mittels Plasmaätzen, 
strukturiert werden, was zu einem ineffizienten Materi leinsatz führen würde. Zum anderen 
ist die LB-Technik aus jetziger Sicht für Grundlagenuntersuchungen geeignet, scheint aber 
nicht robust genug für den großtechnischen Einsatz. Aus diesen Gründen wird im Weiteren 
auf einfachere Verfahren orientiert, die zur Entwicklung einer technologisch verwertbaren 
Beschichtungstechnik führen können. Zunächst wurde die selektive Beschichtung der 
Sensorpixel mit typischen Strukturgrößen von 100 – 500 µm durch das dosierte Ablegen 
kleiner Volumina von Proteinsuspension auf den Pixelob rflächen durch Mikropipettieren 
getestet. Mit einem speziellen Versuchsaufbau (siehe Abschnitt 3.2.2) können 
Suspensionstropfen mit einem minimalen Durchmesser von ca. 20 µm Durchmesser erzeugt 
und ortsspezifisch auf strukturierten Oberflächen abgelegt werden. Ein Problem bei dieser Art 
von Beschichtung stellt das relativ schnelle Verdunste  der abgelegten Tropfen dar. Hier 
wurde durch eine lokale Erhöhung der Luftfeuchte versucht, die abgelegten Tropfen über den 
Zeitraum, der für die Adsorption notwendig ist, stabil zu halten. Ein weitaus ernsthafteres 
Problem dieser Beschichtungsmethode stellt die Realisi rung von Spülschritten im 
Gesamtprozess der S-Schicht-Aufbringung und der anschließenden Metallisierung dieser dar. 
Diese sind hier nur sehr schwer lokal zu kontrollieren. Deshalb kann es dabei zu einer 
Ablagerung von Protein neben den aktiven Flächen und zum „Überbrücken“ zwischen den 
                                                8     Biomolekulare Funktionsschichten auf Sensoroberflächen                                            
 83 
einzelnen Pixeln kommen, weshalb bei dieser Methode nur bereits metallisierte S-Schicht-
Stücke abgelegt werden können. Dabei wird mit hohen V rdünnungen gearbeitet, um die 
Agglomeration der Proteine gering zu halten. Für Pixelflächen unter 100 µm ist die 
Beschichtung mit dieser Technik praktisch nicht mehr möglich. Hinzu kommt, dass aufgrund 
unterschiedlicher Geometrien von Tropfen und Pixeln die aktive Sensoroberfläche nicht 
effektiv ausgenutzt werden kann und die Beschichtung unvollständig ist (Abbildung 8.1.1). 
 
A B
    
 
Abb.8.1.1: A:  REM-Aufnahme eines mittels Mikropipetieren beschichteten Sensorarrays. Der Ausschnitt zeigt 4 
Pixel der Größe 100 µm x 100 µm eines Pyrosensors. B: Die dunkle runde Fläche zeigt die Proteinbeschichtung 
des Pixels, welche die Rechteckgeometrie der Sensorpixelfläche nicht vollständig ausnutzt. 
 
Die Konsequenz aus den hier geschilderten Problemen bei der lokalen Beschichtung von 
Sensorpixeln war deshalb der Übergang zur Assemblierung von S-Schicht-Monomeren in 
mikrofluidischen Kanalstrukturen.  
Eine unerlässliche Grundvorraussetzung für eine perfekt  Integration der S-Schichten in die 
mikroelektronischen Strukturen ist die Entwicklung einer geeigneten Methode zur lokalen 
Deposition von S-Schicht-Monolagen auf den aktiven Sensoroberflächen und deren 
nachträglicher Metallisierung, die die oben geschilderten Nachteile aufheben kann. Diese 
Aufgabe wurde gelöst durch den Aufbau von Mikroreaktionsräumen über den Einsatz von 
mikrostrukturierten Replika wie sie für das Mikrokontaktprinting verwendet werden. Die Idee 
hierzu entwickelte sich aus Überlegungen, wie neben der Umgehung genannter Nachteile für 
das Mikropipettieren, die Beschichtung von vielen Pixeln gleichzeitig effektiver gestaltet 
werden könnte. Im Vordergrund stand dabei auch einetechnische Verwertbarkeit dieser 
Methode, wobei ein industrieller Einsatz immer mit Kosteneffiziens verbunden ist. Die 
Beschichtungsdauer, und damit der Faktor Zeit, ist ein wesentlicher Schritt, der durch die 
Anwendung von parallel ablaufenden Prozessen gering gehalten werden kann. Das Prinzip 
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dieser Technik ist in Abschnitt 3.2.3 beschrieben. Vorrausetzung für die Anwendung dieser 
Methode war jedoch das Funktionieren einer weiteren Technik, nämlich der direkten 
Assemblierung von S-Schichtuntereinheiten am Substrat (siehe Abschnitt 2.2), erst als das 
replizierbar gelang, konnte gezeigt werden, dass die vorteilhafte Verknüpfung beider 
Techniken die geschilderten Nachteile bei der Integration von S-Schichten in 
mikroelektronische Strukturen umgehen kann. 
Zunächst wurden, angeregt durch die Arbeit von GYÖRVA Y et al. 2003 [71], PDMS-
Replikate von einfachen Kanalstrukturen hergestellt, mi  S-Schicht-Monomerlösung befüllt 
und untersucht, unter welchen Bedingungen die Monomere zu geschlossenen, durch die 
Kanalstruktur in ihrer Form vorgegebenen Monolagen assemblieren. Die verwendeten Kanäle 
waren typischerweise 20 – 30 µm breit und 10µm hoch. Dabei konnten sowohl die direkte 
Rekristallisation von S-Schichten in den Kanälen als auch die Mikrostrukturierung durch den 
Polydimethylsiloxan (PDMS)-Stempel demonstriert werden. Ein Tropfen Monomerlösung 
(Herstellung siehe Anhang 6) mit einer Proteinkonzentration von ca. 0,1 mg/ml wird auf das 
Substrat vor der mittels Plasma hydrophilisierten PDMS-Replik abgelegt und gelangt durch 
Kapillarkräfte in die Mikrokanäle. Nach 16 Stunden Rekristallisationszeit wird gespült, indem 
destilliertes Wasser mit Hilfe von Filterpapier durch die Kanäle gesaugt wird, und die Replik 
entfernt. Anschließend kann die Probe trocknen. Die Auswertung mit dem REM zeigt die in 
den Kanälen und auf der Tropfenfläche vor der Replik rekristallisierte S-Schicht (dunkel) und 




Abbildung 8.1.2: REM-Aufnahme rekristallisierter S-Schichtmonolagen (dunkel) in den Kanälen einer PDMS-
Replik. Der vorletzte Kanal (Pfeil, hell) auf der rechten Seite war blockiert und konnte dadurch nicht befüllt 
werden, weshalb es nicht zur Bildung einer geschlossenen Proteinschicht kam. 
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Die Anwendung dieser Techniken unter Ausnutzung der Fähigkeiten zur Selbstorganisation 
von S-Schichtmonomeren eröffnet extreme Potentiale im Hinblick auf zukünftige 
Beschichtungsmöglichkeiten kleinster Flächen auf Mikrostrukturen. Dabei ergeben sich 
insbesondere eine Reihe von Vorteilen gegenüber den bisher beschriebenen Methoden 
(Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2). Die Methode ist hervoragend geeignet für Mehrschrittprozesse. 
Pufferaustausch und Spülvorgänge sind unproblematisch durchführbar. Die geringen 
verwendeten Flüssigkeitsmengen sind vor dem Verdunsten geschützt. Materialverluste 
können minimiert werden. Über entsprechend gefertigt  Masterstrukturen sind Flächen 
nahezu beliebiger Geometrie vollständig zu beschichten. Im Abschnitt 8.3.1 werden das 
Masterdesign und der Beschichtungsvorgang an Realstrukturen ausführlich beschrieben. 
 
8.1.1 Bedeckungsgraderhöhung und Stabilisierung von S-Schichten am Substrat 
 
Durch Proteinadsorption aus S-Schichtsuspension ist es prinzipiell möglich, dicht mit Protein 
bedeckte Oberflächen auch ohne den Einsatz der LB-Technik zu erzeugen. Zur Beschichtung 
der Pyrosensoren (Abschnitt 8.2.1) wurde die Methode er Tropfenablage mittels 
Mikropipette aufgrund ihrer leichteren Handhabbarkeit und im Vergleich zur LB-Technik 
höheren technischen Relevanz für einen späteren industriellen Einsatz bevorzugt. Dabei wird 
ein Tropfen der Proteinsuspension (siehe Anhang A2 S-Schichtpräparation B. sphaericus) für 
mindestens 10 Minuten mit dem Substrat in Wechselwirkung gebracht, danach entfernt und 
die Proben mit destilliertem Wasser gespült und anschließend mit Stickstoff getrocknet. Die 
Adsorption der in der Lösung vorhandenen S-Schicht-Stücke hängt stark von der 




Abb. 8.1.1.1: REM-Abbildungen zum Nachweis der Wirkung des Beglimmens für die Bedeckung der 
Oberfläche. Native Proteinsuspension wurde unter gleichen Bedingungen auf eine unbeglimmte Teststruktu (A) 
und eine Plasma behandelte Teststruktur (B) aufgebracht. Eine wesentlich bessere Adsorption und damit 
Bedeckung der Oberfläche wird durch die vorherige Behandlung mit Luftsauerstoffplasma erreicht. 
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Durch Zugabe zweifach positiv geladener Mg2+-Ionen und bei Verlängerung der 
Wechselwirkungszeiten der Proteinsuspension mit dem Substrat können auf 
Siliziumsubstraten dichte Proteinschichten  erzeugt werden. Weitere notwendige 
Voraussetzung für eine gute Bedeckung ist die vorangehende Hydrophilisierung der 
Oberfläche durch eine Plasmabehandlung mit Luftsauer toff (siehe Anhang A4).Bei optimal 
eingestellten Adsorptionsbedingungen, d.h. hydrophiler Substratoberfläche, ausreichend 
hoher Proteinkonzentration und der Anwesenheit stabilisierender zweiwertiger Kationen, ist 
es möglich, einen Bedeckungsgrad von mehr als 90% zu er ielen (Abbildung 8.1.1.1 B). 
Dabei können wie beim Einsatz der LB-Technik ebenfalls dich mit Protein belegte Flächen 
mit einer Größe von mehr als 100 µm2 erzeugt werden. Dies konnte auf Siliziumsubstraten 
und auf den von der Siemens AG bereitgestellten Teststrukturen, deren Schichtaufbau dem 
Aufbau von Pyrosensoren und Piezosensoren entspricht, gezeigt werden. 
 
Für einen industriellen Einsatz mit Proteinen funktionalisierter, mikroelektronischer 
Bauelemente spielt die Haltbarkeit dieser Schichten eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund 
wurden zusätzliche Untersuchungen zur Charakterisierung vernetzter S-Schichten 
vorgenommen. Dies geschah im Hinblick auf die Erhöhung der Haftung am Substrat nach der 
Bedeckung großer Flächen. Es wurden zwei verschiedene V rnetzungsreagenzien eingesetzt: 





Abb. 8.1.1.2: Der Einfluss von chemischen Vernetzern auf die Substratbedeckung mit S-Schichten. A) REM-
Aufnahme von adsorbierten Proteinen, die mit EDC vernetzt wurden. B) REM-Aufnahme von adsorbierten 
Proteinen nach Anwendung von GA. 
 
Diese Reagenzien kommen sehr häufig bei der Fixierung biologischer Proben in der 
Elektronenmikroskopie zum Einsatz. Die Untersuchungen an S-Schichten bei Vernetzung 
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nach Adsorption am Si-Substrat brachten folgende Resultate: Bei der Verwendung von EDC 
konnten keine großflächig vernetzten SL-Schichten bobachtet werden. 
Die Vernetzung mit einer 2,5%igen GA-Lösung zeigte dagegen eine großflächige dichte 
Bedeckung in Form röhrenförmiger S-Schicht-Stücke von B. sphaericus NCTC 9602 (siehe 
Abbildung 8.1.1.2 B). Dass die Haftung der vernetzten S-Schichten am Substrat tatsächlich 
höher ist, konnte in anschließenden Überströmungsexperimenten bestätigt werden. Dazu 
wurden die Proben in einer Durchflusszelle montiert und für 30 min einem Wasserstrom mit 
1800 µl/ min ausgesetzt. Für die Durchflusszelle wurden 2 Glasobjektträger verwendet, 
wovon einer die Anschlüsse für Zu- und Abfluss enthiel . Als Zwischenraumdichtung wurde 
eine 3 mm dicke PDMS-Fläche gefertigt, in die ein Kanal von ca. 5 cm Länge und 1,5 cm 
Breite geschnitten wurde. In der Mitte dieses Kanals wurden dann die Proben am unteren 
Objektträger befestigt, und die so entstandene Zelle wurde mit 2 starken Klemmen 






Probe mit S-Schichtprotein  
 
 
Abb. 8.1.1.2a: Links: Schematische Darstellung vom Aufbau des Überströmungsexperimentes mit 
Durchflusszelle und Pumpe. Rechts: Aufsicht auf die Durchflusszelle mit Zufluss und Abfluss und der mittig 
befestigten Probe, deren Oberfläche mit Wasser überströmt wird. 
 
Die nächste Abbildung 8.1.1.3 zeigt als Beispiel ein Versuchsergebnis für GA-vernetzte S-
Schichten, wobei bewusst eine geringe Belegungsdichte der Oberfläche mit S-Schichtstücken 
gewählt wurde, um die Haftung einzelner Proteinassemblate zu bewerten. Die Belegungs- 
dichte vor und nach dem Überströmungsversuch ist vergleichbar. Ohne Vernetzung 











Abb. 8.1.1.3: Der Einfluss von chemischen Vernetzern auf die mechanische Stabilität von adsorbierten S-
Schichten. A) Vor dem Durchflussexperiment adsorbierte und vernetzte S-Schichtproteine. B) Gleiche Probe 
nach 30 min Überströmung mit Wasser. Die Belegungsdichten sind vergleichbar. 
 
Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es durchaus möglich ist, durch Adsorption von 
S-Schichtprotein aus der Suspension zu relativ homogenen, stabilen und technisch 
verwertbaren Proteinbeschichtungen im gewünschten Größenmaßstab zu gelangen. Die 
Proteine werden dabei untereinander vernetzt, was zu einer erhöhten Haftung am Substrat 
führt. Diese Variante der Proteinbeschichtung ist allerdings aus verschiedensten dargestellten 
Gründen nicht für die lokale Beschichtung von integri rten Sensoroberflächen zu favorisieren. 
Eine weitere Variante der Beschichtung ist die direkte S-Schichtrekristallisation, die in 
strukturierten Mikroreaktionsräumen stattfinden kann. Experimentelle Ergebnisse der direkten 
Proteinrekristallisation und die Substrathaftung solcher Schichten bei Überströmung mit 
Wasser nach unterschiedlicher Behandlung werden im folgenden Abschnitt vorgestellt.  
 
8.1.2 Direkte Rekristallisationsschichten und deren Substrathaftung 
 
Aufbauend auf der Fähigkeit von S-Schichtproteinen zur Selbstorganisation kann unter 
bestimmten chemischen Bedingungen erreicht werden, dass S-Schichtmonomere direkt an der 
Oberfläche von Substraten zum Proteingitter rekristall ieren und dabei großflächige 
S-Schichtmonolagen gebildet werden. Dazu müssen die S-Schichtproteine zunächst in ihre 
monomeren Untereinheiten zerlegt werden (siehe Abschnitt 2.4). Nach Dialyse gegen eine 
Pufferlösung können die Monomere auf einer Trägerobrfläche direkt zur Rekristallisation 
gebracht werden. Testsubstrate waren zunächst Silizium und kohlenstoffbefilmte TEM-
Netzchen, da diese die Untersuchungen der Reaktionspr dukte mit AFM, REM und TEM 
ermöglichen. Die Morphologie der dabei entstehenden Schichten hängt sehr stark von der 
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Protein- und Ionenkonzentration, dem pH-Wert des Puffers und der Reaktionszeit ab. Unter 
optimierten Bedingungen, d.h. Rekristallisationszeiten von mindestens 16 Stunden bei 
Proteinkonzentrationen von 0,1 – 1 mg/ml und Zugabe von 1 – 10 mM MgCl2
 oder CaCl2, 
können so vollständige Monolagen erzeugt werden. Durch eine Verlängerung der 
Reaktionszeit oder die Erhöhung der Proteinkonzentration in der Lösung bei der 
Rekristallisation können dann auch Mehrfachschichten entstehen. Es beginnt dann auf der 
ersten Monolage ein erneutes Keimwachstum und es ent tehen wiederum reguläre 
S-Schichten (siehe Abbildung 8.1.2.2). Die Ausbildung der Proteingitterstruktur 
einkristalliner Bereiche nach erfolgreicher Rekristallisation der Proteinuntereinheiten ist in 




Abb. 8.1.2.1: AFM-Abbildungen im tapping mode zur Ausbildung des Proteingitters nach erfolgter 
Rekristallisation von Proteinmonomeren. A) Rekristallisation einkristalliner Bereiche, ausgehend von mehreren 
Initiatialkeimen. B) Gitterstruktur dieser einkristallinen Domänen. Das In ert zeigt das Powerspektrum dieses 




Abb. 8.1.2.2: AFM Untersuchung im tapping mode zur Bildung weiterer Schichten nach Abschluss der 
Rekristallisation einer vollständigen Monolage aus Proteinmonomeren. A) Beginnendes Wachstum von 
Mehrfachschichten auf einer rekristallisierten Monolage. B) Bildung von röhrenförmigem S-Schichtprotein mit 
erkennbarer Gitterstruktur. Erreichen die Assemblate bei der Rekristallisation bestimmte Größen, können si  
wieder gefaltete oder  röhrenförmige Strukturen ausbilden. 
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In Abbildung 8.1.2.3 werden solche auf Silizium rekristallisierte Monolagen gezeigt, deren 
Bildung zu unterschiedlichen Zeitpunkten und vergleichsweise unter Einwirkung von 
Glutardialdehyd  (siehe Abbildung 8.1.2.4) gestoppt wurde. Alle Untersuchungen fanden mit 





Abb.8.1.2.3: AFM-Aufnahmen im tapping mode (Höhenbild) direkt am Si-Substrat unter Zugabe von1 mM 
MgCl2 rekristallisierter Proteinmonomere nach verschieden n Rekristallisationszeiten. A) nach 4 Stunden 
Rekristallisationszeit. Insert A) gleiche Probe nach 30 min Überströmung mit Wasser. Die Schicht lässt 
morphologische Veränderungen erkennen. B) nach 24 Stunden. Insert B) gleiche Probe nach 30 min
Überströmung mit Wasser. Die Schicht zeigt abgetragne Bereiche und lässt morphologische Veränderungen 
erkennen. C) nach 48 Stunden. Nach 48 Stunden ist die Monolage f st gänzlich geschlossen. Lediglich die 
dunklen Bereiche zeigen noch offenen Stellen. Die Monolagen der nicht überströmten Proben haben eine Höhe 





Abb.8.1.2.4: AFM-Aufnahmen im tapping mode (Höhenbild) direkt am Si-Substrat unter Zugabe von1 mM 
MgCl2 rekristallisierter Proteinmonomere nach verschieden n Rekristallisationszeiten und anschließender 
Einwirkung von Glutardialdehyd (GA). A) nach 4 Stunden Rekristallisationszeit und 2 Stunden Glutardialdehyd. 
Insert A) gleiche Probe nach 30 min Überströmung mit Wasser. Die Probe geht unverändert aus der 
Durchflusszelle hervor. B) nach 24 Stunden und 2 Stunden GA. Insert B) gleiche Probe nach 30 min 
Überströmung mit Wasser. Die Probe geht unverändert aus der Durchflusszelle hervor. C) nach 48 Stunden und 
2 Stunden GA. Bereits nach 24 Stunden ist die Monolage fast gänzlich geschlossen. Lediglich die dunklen 
Bereiche zeigen noch offenen Stellen. Die Monolagen der nicht überströmten Proben haben eine Höhe von 4 nm.  
 
Wie aus den Abbildungen ersichtlich ist, führt die Einwirkung von Glutardialdehyd zu einer 
höheren Bedeckung der Substratoberfläche und zur stabileren Haftung der Schicht an der 
Siliziumsubstratoberfläche. 
 
                                                8     Biomolekulare Funktionsschichten auf Sensoroberflächen                                            
 91 
Ebenso gelang die Rekristallisation von S-Schichtmonomeren an Kohlefilmsubstraten. In 
anschließenden TEM-Untersuchungen konnte die Gitterstruktur der sich gebildeten 
Proteinmonolage deutlich gezeigt werden (Abbildung 8.1.2.5). Je nachdem, ob die 
Reaktionsbedingungen mit hohen (mehr als 1 mg/ml) oder niedrigen Proteinkonzentrationen 
(0,1 – 1 mg/ml) sowie MgCl2-Konzentrationen im Bereich von 1 – 10 mM eingestellt werden, 
kann die Monolage aus vielen kleinen einkristallinen Bereichen (Abb.8.1.2.5A) bestehen oder 
die Bildung großer einkristalliner Bereiche (Abb.8.7.2.5B) induziert werden (siehe hierzu 





Abb.8.1.2.5: TEM-Abbildung direkt am Kohlefilm auf Cu-Grids rekristallisierter S-Schichtmonolagen von B. 
sphaericus. Negativkontrastierung mit 2 % Uranylacetat. A) Ausgehend von vielen 
Rekristallisationsstartpunkten zusammengewachsene Proteinmonolage. Die Gitterstruktur der einzelnen 
Proteinpatches ist erkennbar. Durch deren unterschiedliche Ausrichtung ist im Powerspektrum ein heller Ring 
sichtbar (Insert). B) Bildung einer einkristallinen Proteinmonolage ausgehend von einem 
Rekristallisationsstartpunkt. Das Powerspektrum zeigt die Gittersymmetrie in mindestens vierter Ordnung. Der 




8.2 Funktionalisierungen von Pyrosensoren 
 
Mit den beschriebenen S-Schicht-Integrationsmöglichkeiten wurde angestrebt, auf die 
Funktionsoberfläche eines Pyrosensors eine katalytisch aktive Schicht von Platinclustern 
aufzubringen. Wodurch es möglich sein sollte, die bei katalytischen Prozessen entstehende 
Reaktionswärme durch den Pyrosensor zu detektieren. Für die Beschichtung der Pyrosensoren 
wurden die S-Schichtproteine in ihrer Pufferlösung, (siehe Anhang A.8) mit Pt-Nanoclustern 
metallisiert und aus einer Mikrokapillare mittels Mikromanipulator auf den aktiven 
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Sensoroberflächen abgelegt. Einen solchen beschichteten Pyrosensorchip zeigt Abbildung 
8.2.1 A. 
Die bereits im Abschnitt zur Integration von S-Schichtproteinen in mikroelektronische 
Bauelemente beschriebenen Schwierigkeiten lagen hier insbesondere in der Abschätzung und 
Reproduzierbarkeit der Menge an aufgetragenem funktionalisiertem S-Schichtprotein. 
Obwohl mit hohen Verdünnungen gearbeitet wurde, kam es zur Agglomeration der 
metallisierten Proteine in Lösung und demzufolge wurde die Sensoroberfläche nicht homogen 





Abb.8.2.1: A) REM-Aufnahme eines beschichteten Pyrosensorchips mit 4 Sensoreinheiten. Nur die unteren 
beiden Einheiten waren mit Banddrähten für eine Messung ausgestattet. B) Vergrößerung einer mittels 
Mikropipettieren beschichteten Sensorpixelfläche. Die Probleme, die bei dieser Beschichtungsart auftreten, sind 
hier sehr anschaulich. Die metallisierten S-Schichtproteine agglomerieren bereits in der Lösung und beim 
Trocknungsprozess der abgelegten Flüssigkeitströpfchen kommt es zu weiteren Anhäufungen. Die Geometrie 
der Pixelfläche kann durch die Ablage von Tropfen nicht effektiv ausgenutzt werden. Die Ablage zu großer 
Tropfen würde die Sensoreinheit unbrauchbar machen, da der Referenzpixel mitbeschichtet würde. 
 
Eine vollständige Bedeckung war durch die Rechteckgometrie der Pixelfläche schwierig zu 
erreichen, weil keine zu großen runden Tropfen aufgesetzt werden durften, da eine 
Ablagerung von Protein neben den aktiven Flächen zum „Überbrücken“ zur 
Referenzmessfläche führen konnte, was den Sensor unb auchbar gemacht hätte. Für 
Untersuchungen der katalytischen Aktivität am Pyrosensor wurden unterschiedlich 
metallisierte S-Schichtproteine sowie Platincluster als Referenz auf die Oberflächen 
aufgebracht. Für jeden Teilversuch musste ein neuer Sensor verwertet werden, da die 
empfindlichen Oberflächen des Sensors nur einmal beschichtbar waren. Abbildung 8.2.1 B 
zeigt die Beschichtung eines Pyrosensorpixels mit me allisierten S-Schichtproteinen. Diese 
Abbildung soll die Schwierigkeiten bei der Beschichtung mit dem Mikromanipulator für die 
Erzeugung einer gleichmäßig reproduzierbaren S-Schicht nach deren  Metallisierung in 
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Lösung veranschaulichen. Dennoch ist die Beschichtung messbarer Sensoreinheiten gelungen. 
Die Messungen zur katalytischen Aktivität der unterschiedlich beschichteten aktiven Flächen 
wurde vom Projektpartner TU Freiberg vorgenommen (siehe Abschnitt 8.2.1). Die 
Strukturcharakterisierung der aufgetragenen Katalysator chichten erfolgte nach den 
katalytischen Messungen durch Rasterelektronenmikroskopie jedes Sensorchips und Pixels.  
Für die relativ großen Pixelflächen von 720 x 360 µm des Pyrosensors liegen die erreichbaren 
Bedeckungsgrade bei bis zu 97 %, häufig wurden jedoch geringere Bedeckungsgrade 
beobachtet. Die Vorgehensweise soll hier an einem Beispiel erläutert werden. Ein 
pyroelektrischer Chip mit Bulkmikromechanik (BMM) wurde mit Pt metallisierten 
S-Schichtproteinen, welches mit DAMB reduziert wurde, beschichtet. Anschließend wurde 
dessen katalytische Aktivität an der TU Freiberg gemessen und die Schichten am REM 
untersucht. In Abbildung 8.2.2 ist eine Übersicht des Sensors (A) und eine Vergrößerung des 
entsprechenden Pixels (B) zu sehen. 
 
Messwerte Pixel
207126.00 gesamt aktive Fläche






Abb.8.2.2: Abschätzung des Bedeckungsgrades beschichteter Pyrosensorpixel mit Hilfe der Software: Scion 
Image. A) Übersicht des beschichteten Pyrosensors. B) Vergrößerung der aktiven Sensorfläche, die mit 
metallisiertem S-Schichtprotein funktionalisiert wurde. C) Zur Abschätzung mit dem Programm genutzte 
Pixeloberfläche des Sensors. Aus einer mittels Schwellenwert festgelegten Pixelanzahl der beschichteten Fläche 
und der Pixelanzahl der gesamten Fläche lässt sich der prozentuale Bedeckungsgrad von 79,25 % ermitteln. 
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Der Ausschnitt der Pixelfläche (C) dieser REM-Abbildung wurde mit dem 
Bildbearbeitungsprogramm „Scion Image“ ausgewertet. In einem binären Modus kann die 
bedeckte Fläche über einen Schwellenwert definiert werden, so erhält man einen 
Pixelmesswert dieser definierten Fläche. Anschließend wird mit dem Programm die Anzahl 
der Pixel für die gesamte Fläche ermittelt, woraus sich nun der prozentuale Anteil der 
Bedeckung der Pixelfläche ermitteln lässt. 
 
Rückschlüsse auf die genaue Menge an aufgetragenem Material sind über diese Methode 
nicht möglich, da die Höhen der unterschiedlichen Ahäufungen nicht abschätzbar sind. 
Aufgrund dieser Tatsache und der geringen Anzahl an verfügbaren Pyrosensorchips wurden 
deshalb keine quantitativen Messversuche einer Funktionalisierungsart vorgenommen, 
vielmehr wurden die Unterschiede im Detektionsverhalten der Sensoren bei unterschiedlicher 
Funktionalisierung getestet. 
 
8.2.1 Detektion katalytischer Aktivitäten mit pyroelektrischen Sensoren 
 
Die Funktionsfähigkeit von Pyrosensoren, die mit Platin metallisierten S-Schichtprotein 
funktionalisiert waren, wurde an Hand der katalytischen Oxidation von Wasserstoff 
demonstriert [94, 129]. Zur Funktionalisierung der Sensoroberfläche mit Pt-Clustern wurden 


















Referenz              
Probe C
 
Abb.8.2.2.1: Sensorsignal in Abhängigkeit von der Wasserstoffkonzentration für unterschiedlich präparierte 
funktionale S-Schichten. Probe A wurde durch Reduktion der mit K2PtCl4 aktivierten S-Schichtproteine mit 
DMAB hergestellt. Für Probe B wurde ein mit NaN3 versetzter Phosphatpuffer zur Reduktion eingesetzt und die 
Referenz C wurde ohne S-Schichtproteine hergestellt [94]. 
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Probe A wurde mit Dimethylaminoboran (DMAB) als Reduktionsmittel hergestellt. Dafür 
wurden 100 µl einer Proteinsuspension mit einer Proteinkonzentration von  10 mg/ml mit 
300 µl einer 3 mM K2PtCl4 Lösung, die 24h zuvor hergestellt wurde, aktiviert und mit 100 µl 
einer 10 mM DMAB Lösung reduziert. Für Probe B wurde ein mit NaN3 versetzter 
Phosphatpuffer bei der Reduktion der Metallsalzlösung eingesetzt, der nur an dieser Stelle 
zum Einsatz kam. Hier wurde auf die Erfahrungen von KIRSCH 1998 [52] und KIRCHNER 
2005 [21] zurückgegriffen, aus deren Arbeiten bekannt ist, dass Phosphatpuffer zusammen 
mit Natriumazid sehr schwach reduzierend wirkt. Dadurch kommt es zur Bildung von 
vergleichsweise sehr kleinen Nanopartikeln, die im gemittelten Durchmesser nur 1,9 nm 
betragen. Durch die geringere Sedimentationsgeschwindigkeit der so metallisierten S-
Schichtstücke wird die Agglomeration dieser verzögert und dadurch die Beschichtung mittels 
Mikropipettieren erleichtert. Eine Referenzprobe C wurde ohne Proteinsuspension durch 
mischen von 1 ml einer 3 mM K2PtCl4 mit 100 µl einer 5 mM NaN3 Lösung hergestellt. 
Die metallisierten S-Schichtproteine und die Referenz, die aus kolloidalem Platin ohne 
S-Schichtprotein hergestellt wurde, wurden durch Ablage kleiner Tropfen mittels 
Mikromanipulator auf die aktiven Sensoroberflächen aufgebracht. Dies bewirkte, dass die 
Sensorpixel möglichst vollständig mit einer funktionalisierten Schicht bedeckt waren. Die 
Messungen nach erfolgter Funktionalisierung wurden vom Projektpartner TU Freiberg 
vorgenommen. Sie zeigen, dass die Aktivität der metallisierten S-Schichten, die mit DMAB 
hergestellt wurden, und der Referenzprobe (Pt-Cluster ohne S-Schichtprotein) vergleichbar 
sind, während die mittels NaN3 versetztem Phosphatpuffer metallisierten S-Schichten eine 
höhere Aktivität zeigen (siehe Abbildung 8.2.2.1). Diese Ergebnisse beruhen auf der 
Abhängigkeit der katalytischen Aktivität der Pt-Cluster von deren Größe. Durch Verwendung 
schwach reduzierend wirkender Agenzien, wie NaN3 versetzter Phosphatpuffer werden die 
Cluster kleiner (im Durchschnitt 1,9 nm) als bei Verw ndung stärkerer Reduktionsmittel, z.B. 
DMAB. Mit DMAB entstehen in einstufiger Reduktion bei wesentlich breiterer 
Größenverteilung durchschnittlich 3,9 nm große Cluster [21]. Die kleineren Cluster haben 
hier möglicherweise eine erhöhte Oberflächenaktivität für katalytische Prozesse und damit 
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8.3 Funktionalisierung von Piezosensoren 
 
Mit dem Übergang von der Beschichtung der relativen großen Pyrosensorflächen zu den viel 
kleineren Pixelflächen des Piezomassensensors (BIOSENSOR II der Siemens AG) mit 70 bis 
200 µm Durchmesser musste eine alternative Beschichtungstechnik gefunden werden, da hier 
eine Ablage von Tropfen auf den einzelnen Pixelflächen nicht mehr möglich war. 
Erschwerend für den Einsatz des Mikropipettierens war nun auch das Sensorlayout 
(Abbildung 8.3.1). Es befanden sich jeweils 10 Pixel in Reihe nebeneinander auf einem 
Array, die nur geringe Abstände von ca. 800 µm zueinander aufwiesen. Ein „Überlaufen“ der 




Abb.8.3.1: Abbildung der stereomikroskopischen Aufnahme eines Arrays des Piezosensors. Die kleinen 
kreisrunden Flächen sind die zu beschichtenden Pixel. Si  haben verschiedene Durchmesser, wovon die 
kleinsten 70 µm und die  größten 200 µm betragen. 
 
Außerdem war eine gleichmäßigere Bedeckung der Oberfläche dieser Sensorpixel 
wünschenswert. Als Konsequenz aus den hier geschilderten Problemen bei der gezielten 
Beschichtung von Sensorpixeln wurde deshalb als Alternative zur Assemblierung von 
S-Schichtproteinen in mikrofluidischen Reaktionsräumen übergegangen. Beim Entwurf des 
hierzu nötigen Designs für die Masterstrukturen spielte auch die Optimierung der 
Prozessschritte eine Rolle. In Zusammenarbeit mit der Siemens AG wurden deshalb passende 
Masterstrukturen für diesen Sensor entwickelt und von der Siemens AG hergestellt 
(Abbildung 8.3.2). Hierbei wurden verschiedene Größen variiert: 
• Die Größe des Reaktionsraumes über der aktiven Fläche. 
• Die Breite der Zuflusskanäle. 
• Der Winkel bei Zu- und Abflüssen (0°, 65°, 45°). 
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Aufgrund der engen räumlichen Verhältnisse zwischen d  einzelnen Sensoren wurde eine 
Aufteilung der unterschiedlichen Reaktionsräume aufverschiedene Strukturen bevorzugt. 
Dabei ist auf Struktur I der Reaktionsraum mit einem Durchmesser von 240 µm und 10 µm 
Höhe berücksichtigt, Struktur II hat einen Reaktionsraum von 10 µm Höhe und einem 
Durchmesser von 540 µm. Die Anschlusskanäle wurden in ihrer Breite mit 10, 15, 20, 25 und 
30 µm variiert und beim Herausführen aus dem Reaktionsraum so konzipiert, dass sie 
möglichst mittig zwischen zwei Anschlusspads liegen. Um dies zu realisieren wurde für die 





Abb.8.3.2: A) Entwurf der Masterstrukturen nach dem Sensorlayout. B) Masterstruktur (Silizium). 
 
Anschlusskanal mit 65° Winkel gewählt, für die klein n Reaktionsräume betrug dieser 
Winkel 45°. Zusätzlich wurde eine Variante, bei der die Anschlusskanäle gerade sind, 
entworfen, so dass 4 Variationen an Masterstrukturen zur Verfügung standen (Abbildungen 
im Anhang A.11). Die Masterstrukturen wurden mit Hilfe eines Tiefenätzprozesses auf einen 
Si-Wafer übertragen. Es wurden ein ganzer Wafer und gesägte Einzelteile zur Verfügung 
gestellt. Die kleinsten Strukturen umfassen ein Array für die gleichzeitige Beschichtung von 
10 aktiven Flächen. Mit Hilfe dieser Strukturen wurden PDMS-Replikate hergestellt. Diese 
wurden zunächst auf ihre Befüllbarkeit in allen Varianten getestet. Es musste die Frage 
geklärt werden, ob die Breite der Kanäle und die Winkel in den Zu- und Abflusskanälen einen 
Einfluss auf die Befüllung der Reaktionsräume haben. Dazu wurden die PDMS-Replikate der 
Einzelarrays mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ihren Strukturen 10 Sekunden mit dem 
Restgasplasma aus der Luft beglimmt und auf Objektträger aus Glas gelegt. Um die Befüllung 
der Reaktionsräume sichtbar zu machen, wurden 7 µl einer Farblösung vor die Kanäle 
pipettiert (Abbildung 4 im Anhang A.11). Die Befüllung der Reaktionsräume war 
augenblicklich sichtbar. Es konnte nachgewiesen werden, dass alle hier verwendeten 
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Varianten problemlos befüllbar waren (Abbildung 8.3.3 A-D). Wurden Reaktionsräume nicht 
befüllt (Abbildung 8.3.3 D rechte Seite), so lag das entweder an einer Verstopfung der Kanäle 
durch Schmutz oder diese waren beim Ausschneiden der Replikate nicht vollständig geöffnet.  
 
Durchmesser: 540 µm, gerade Zuflusskanäle Durchmesser: 240 µm, gerade Zuflusskanäle




Abb.8.3.3: Befüllung aller Reaktionsräume der PDMS Replikate mit Farblösung. Bilder A-D zeigen, dass 
prinzipiell alle vorhandenen Varianten befüllbar sind. Bei den zwei letzten, unbefüllten Reaktionsräumen im 
Bild D wurde keine Farblösung vor die Kanäle pipettier . 
 
Die Kalkulation der benötigten Proteinmenge zur  Beschichtung der Oberfläche eines 
Sensorarrays mit einer Monolage Protein erfolgte unter der Annahme, dass eine 
Rekristallisation der Proteine an allen Grenzschichten stattfindet. Ausgehend von der 
Proteinmasse und der Gitterkonstante für die S-Schichtproteine von B. sphaericus NCTC 
9602 (siehe Abschnitt 5.3) lässt sich ermitteln, dass 1 g dieses Proteins bei seiner 
Rekristallisation in Monolage eine Fläche von 160 m2 bedeckt. Beim Einsatz einer PDMS-
Replik mit großen Reaktionsräume (Durchmesser 540 µm) und Anschlusskanälen von 30 µm 
Breite und einer Gesamtlänge von ca. 3300 µm bei ein r Höhe von 10 µm sind damit nur 
0,05 µg Protein pro Array nötig, um eine vollständige Bedeckung zu gewährleisten. Um die 
Rekristallisationszeit sehr kurz zu halten, wurde eine etwa 100fach höhere 
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Proteinkonzentration verwendet. So wurden die beglimmten PDMS-Replikate auf 
Siliziumsubstrate gelegt und mit Monomerlösung des S-Schichtproteins befüllt. Nach einer 
Rekristallisationszeit von 2 bis 4 Stunden konnte durch REM-Untersuchungen gezeigt 
werden, dass sich in der vorgegebenen Geometrie der Reaktionsräume und Kanäle 





Abb.8.3.4: REM-Aufnahmen rekristallisierter Proteinmonolagen (dunkel) auf Si-Substrat; strukturiert durch 
vorgegebene Reaktionsräume in PDMS-Mikrokanälen A) Assemblierte Proteinmonolage in einer Struktur mit 
540 µm Reaktionsraum. B) Aufnahme des in A markierten Bereiches. Gezeigt wird h er die klare Abgrenzung 
durch die PDMS-Replik. Nur in den vorgesehenen Bereichen findet die Assemblierung statt. Umgebende 
Bereiche sind ausgeschlossen bzw. werden vor Benetzung geschützt. 
 
Die Erprobung der Positionierung von PDMS-Replikaten wurde an realen Sensorstrukturen 
vorgenommen. Bei der Positionierung wurden die ausgeschnittenen PDMS-Replikate per 
Hand unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskopes über den zu beschichtenden Strukturen 





Abb.8.3.5: Stereomikroskopische Aufnahmen der PDMS-Replika Positionierung auf dem Sensorarray. A) 
Übersicht eines Arrays bestehend aus 10 Pixeln auf einem Wafer. B) Vergrößerung von 3 Pixelflächen, über 
denen mittels PDMS-Replik Mikroreaktionsräume mit Zu- und Ableitungskanälen geschaffen wurden. 
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Damit die beglimmten PDMS-Strukturen dicht auf dem Substrat haften, müssen sie gleich 
beim ersten Versuch richtig positioniert werden. Dies st für 10 Pixel gleichzeitig von Hand 
schwer zu realisieren, so dass für eine technische Anwendung des Verfahrens eine präzise 
Manipulationstechnik einzusetzen ist. 
Ein nächster Schritt war die Charakterisierung der Pixeloberflächen des Sensors. Diese 
erfolgte mittels AFM- und REM-Untersuchungen und zeigte verschiedene strukturbedingte 
Höhenabstufungen (300 – 550 nm) und relativ raue Obrflächen der Pixel (Abbildung 8.3.6 
A und B). Diese Stufen könnten sich bei Anwendung der irekten Rekristallisation in 
mikrofluidischen Reaktionsräumen als problematisch erweisen, da die Lösungen an diesen 
Übergängen unter die PDMS-Replika dringen können. Deshalb wurden bei Beschichtungen 
zusätzlich kleine Gewichte, Spezialanfertigungen aus Messing, auf die Stempel gelegt. Damit 




















Abb.8.3.6: Oberflächencharakterisierung der Piezosensorpixel mit AFM (A) und REM (B). Das Diagramm 
(Mitte) zeigt die Höhenabstufungen entlang der blauen Linie von A. 
 
An einem Testsensor wurden zunächst Beschichtungen verschiedener Pixelarrays mit 
Proteinlösungen und deren anschließende Funktionalisierung in den Mikroreaktionsräumen 
vorgenommen und im Rasterelektronenmikroskop charakterisiert. An dieser Stelle sei 
nochmals darauf hingewiesen, dass die S-Schichtabscheidung und deren Metallisierung in 
zwei Schritten nacheinander in den gleichen Mikroreaktionsräumen durchgeführt werden 
kann. Auch Spülschritte sind möglich. Hierfür werden die Lösungen mit Filterpapier durch 
die Kanäle gesaugt. Damit konnte gezeigt werden, dass eine lokale Beschichtung auf dem 









Abb.8.3.7: REM Aufnahmen von Sensorpixeln, die mit Hilfe der Mikrofluidik mit verschiedenen Lösungen 
beschichtet wurden. Zu- und Abflüsse sowie Reaktionsräume sind durch Proteinassemblierung am Substrat 
erkennbar (dunkel). A) Übersicht eines Sensorpixels mit großem Reaktionsraum beschichtet. B) Vergrößerung 
einer mit Protein beschichteten Pixelfläche, die außerdem mit Pt-Nanoclustern funktionalisiert wurde. 
 
An derart strukturiert beschichteten Piezosensoren wurden von der Siemens AG Messungen 
vorgenommen, bei denen im Verlauf der Beschichtungsfol e (S-Schicht-Deposition, 
Funktionalisierung mit Metallclustern) eine Massenänderung detektiert werden kann. Die 
Messungen hierzu werden im Abschnitt 8.3.1 gezeigt und diskutiert. Nach erfolgter Messung 
wurden die Pixel mittels REM charakterisiert. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die 
Pixeloberflächen mit Proteinmonolagen und Pt-Clustern funktionalisiert waren. Mit der 
Abbildung 8.3.8 A – C soll an dieser Stelle ein Beispiel für eine erfolgreiche 
Pixelbeschichtung gezeigt werden. Ein komplettes Pixelarray besteht aus 10 nebeneinander 
befindlichen Pixelflächen, von denen jedes einzelne u t rsucht wurde (Abb. 8.3.8.A). Wenn 
die Funktionsschicht in Form der Struktur der Mikroreaktionsräume mit relativ scharfer 
Abgrenzung erkennbar ist, war die Beschichtung erfolgreich. Es kann ausgeschlossen werden, 
dass die Flüssigkeit unter die PDMS-Abdeckung gelangt ist. Dies beweist auch eine scharfe 
Abgrenzung der erzeugten Funktionsschicht mit Metallclustern, deren Größe durchschnittlich 












Abb.8.3.8: REM-Aufnahmen von aktiven Sensorflächen, die durch direkte Rekristallisation von S-
Schichtprotein und deren anschließender Metallisierung mit Platin in mikrofluidischen Reaktionsräumen 
funktionalisiert wurden. A) Gesamtübersicht einer funktionalisierten Sensoroberfläche mit Kennzeichnung des 
Reaktionsraumes. B) Vergrößerung des Ausschnittes aus A. Die eingezeichn te Linie kennzeichnet die 
Funktionalisierungsgrenze durch PDMS-Strukturierung. Der Bereich links der Linie ist durch die Pt-
Funktionalisierung etwas heller als der  unbeschichtete Bereich (rechts). C) Vergrößerter Ausschnitt aus B mit 




8.4 Messungen zur Resonanzverschiebung 
 
Es stand zur Aufgabe, die Abfolge eines komplexen Mehrschrittprozesses, wie er bei der 
Beschichtung aktiver Oberflächen von Piezosensoren mit S-Schichten und einer sich 
anschließenden Metallisierung abläuft, gravimetrisch nachzuweisen. Die Vorgehensweise 
erfolgte, wie in Abschnitt 8.3 beschrieben. 
Es wurden Pixeloberflächen unterschiedlicher Größe mit S-Schichtmonolagen beschichtet, 
einige davon wurden anschließend mit Pt metallisiert. Bei der Siemens AG wurden dann die 
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Resonanzverschiebungen der entsprechenden Resonatoren untersucht. Ein Teil der 
Resonatoren wurde bereits nach der Proteinassemblierung vermessen. Der Rest wurde mit 
K2PtCl4 aktiviert und anschließend mit DMAB als Reduktionsmittel metallisiert, gespült, 
getrocknet und dann ebenfalls zur Messuntersuchung an die Siemens AG gegeben. Zur 
Beschichtung standen sechs Pixelarrays mit jeweils 10 aktiven Flächen zur Verfügung. Die 
Auswertung dieser Daten wurde von dort freundlicherweise zur Verfügung gestellt und soll 
hier beispielhaft für zwei unterschiedlich beschichtete Pixeloberflächen gezeigt werden (siehe 
Diagramme 8.4.1 und 8.4.2). 
 
Mass attachment obtained from fp-shift for B2























































Diagramm 8.4.1:  Auf der Struktureinheit ID 3552 wurde das Pixelarray B2, bestehend aus 10 separat 
vermessbaren  Sensorpixeln mit einer rekristallisierten Monolage des Zellhüllenproteins von B. sphaericus  
NCTC 9602 beschichtet. Vor und nach der Beschichtung wurde die Resonanzschwingung der einzelnen Pixel 
vermessen, woraus sich die Verschiebung der Resonanzfrequenz ermitteln lässt. Diese Verschiebung korrelie t 
mit einer bestimmten Massenbelegung der jeweiligen Pixel. Diese wurde berechnet und in Form eines 
Balkendiagramms dargestellt. Auf der y-Achse ist die jeweilige Pixelnummer und auf der x-Achse die 
berechnete Massenbelegung in ng/ cm2 aufgetragen. Die Pixelnummern 12 und 13 weisen hier nicht messbare 
Artefakte auf. 
 
Es ist bekannt, dass 1 g S-Schicht-Protein von Bacillus sphaericus ausreicht, um eine Fläche 
von 160 m2 als Monolage zu bedecken. Dies entspricht für die Monolage einer Masse pro 
Fläche von 625 ng/ cm2. Die Messungen an den verschiedenen Pixeln zeigten für den Fall der 
vollständigen Bedeckung, welche durch anschließende REM-Aufnahmen kontrolliert wurde, 
Werte von 500 – 600 ng/ cm2, was bei den Pixeln mit 200 µm Durchmesser einer 
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Massenbelegung von 188,5 pg entspricht. Diese Messwerte waren damit in guter 
Übereinstimmung mit den berechneten Werten für die Massenbelegung mit nativem Protein. 
Bei der Vermessung von K2PtCl4/DMAB-metallisierten S-Schichten wurde ein 
durchschnittlicher Massenzuwachs pro Fläche von ca. 10000 ng/ cm2 gefunden (siehe 
Diagramm 8.4.2). Das entspricht einer Platinschicht von ca. 2 nm Dicke und ist somit auch in 
Übereinstimmung mit in anderen Arbeiten gefundenen Clusterdurchmessern von ca. 2 - 3 nm, 
welche mit hoher Dichte (>1012 Cluster/ cm2) auf dem S-Schichttemplat angeordnet sind [21, 
99]. 
Mass attachment obtained from fp-shift for C2











mass attachment / ng/cm²











































Diagramm 8.4.2: Auf der Struktureinheit ID 3552 wurde das Pixelarray C2, bestehend aus 10 separat 
vermessbaren  Sensorpixeln mit einer rekristallisierten Monolage des Zellhüllenproteins von B. sphaericus  
NCTC 9602 beschichtet, welche anschließend noch mit Pt-Nanoclustern metallisiert wurde. Vor und nach der
Beschichtung wurde die Resonanzschwingung der einzelnen Pixel vermessen, woraus sich eine 
Resonanzverschiebung ermitteln lässt. Diese Verschiebung korreliert mit einer bestimmten Massenbelegung der 
jeweiligen Pixel. Diese wurde berechnet und in Form eines Balkendiagramms dargestellt. Auf der y-Achse ist 
die jeweilige Pixelnummer und auf der x-Achse die berechnete Massenbelegung in ng/ cm2 aufgetragen. Die 
Pixelnummer 20 konnte nicht korrekt vermessen werden.  
 
Mit dieser statischen Messung konnte die Empfindlichkeit dieses Piezosensors demonstriert 
werden und gleichzeitig konnten die bisher berechneten Daten zur Abscheidung der 
S-Schichtproteine messtechnisch bestätigt werden. Die Möglichkeit der dynamischen 
Messung von S-Schicht-Depositionen mit diesem Sensortyp ist bereits in Abschnitt 6.2 
ausführlich beschrieben. 







9 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Mit zunehmendem Interesse wird für den Aufbau von technischen Nanostrukturen nach 
Möglichkeiten gesucht, die Mechanismen wie molekulare Kodierung und Erkennung oder 
Selbstorganisation und Strukturselektion von Biomolekü en nutzbar zu machen. Der 
Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Entwicklung neuartiger Basisverfahren zur Herstellung 
und Manipulation von metallbindenden Strukturen auf der Nanometerskala. Diese Verfahren 
beruhen auf einem Zweistufenprozess, bei dem im ersten Schritt ein biomolekulares Muster 
geschaffen wird, welches dann als Templat für den Aufbau der eigentlichen artifiziellen 
Strukturen dient, z.B. durch die Metallisierung einer biomolekularen Vorlage. Besonders 
interessante Bausteine einer solchen biologisch basierten „bottom-up“-Technologie sind 
periodisch geordnete Proteinstrukturen, die durch Selbstorganisationsprozesse entstehen. Als 
Template zur Herstellung von periodischen, metallischen Nanostrukturen wurden hier 
bakterielle Zellhüllenproteine (S-Schichten) eingesetzt. Durch den hochsymmetrischen 
Aufbau dieser Proteinkristalle mit regelmäßiger Wiederholung der Morphologie der 
Einheitszelle und deren physikalischen und chemischen Oberflächeneigenschaften können die 
S-Schichtproteine als ein auf der Nanometerskala vorstrukturiertes Templat betrachtet 
werden. Aus diesem Grund wurde die Nutzung von bakteriellen Membranproteinen für den 
Aufbau von katalytischen Funktionsschichten auf mikroelektronischen Gassensoren 
untersucht. 
 
Da S-Schichten verschiedener Bakterienspezies unterschi dliche Morphologien sowie 
physikalisch-chemische Oberflächeneigenschaften aufweisen können, wurden in dieser Arbeit 
zunächst drei Systeme genauer charakterisiert und vorgestellt (siehe Kapitel 5), deren 
Metallisierbarkeit mit Gold- und Platinpartikeln positiv getestet werden konnte (Kapitel 7). Es 
wurden umfangreiche Untersuchungen zur chemischen Abscheidung von verschiedenen 
Metallen (Pt, Au) aus der flüssigen Phase auf rekonstituierten S-Schichten durchgeführt. 
Darüber hinaus wurden ausgeprägte Dekorationseffekt beobachtet, die für die Existenz von 
physiko-chemischen Affinitätszentren auf der Oberfläche der S-Schichten sprechen. Damit ist 
eine technische Verwertung, z.B. zur Funktionalisierung von Sensoroberflächen, der hier 
untersuchten S-Schichttypen von Geobacillus stearothermophilus ATCC12980, 
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Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM1 und Bacillus sphaericus NCTC9602 
gegeben. 
 
Die chemische Deposition von Metallen aus der wässrigen Lösung zeigt gegenüber 
physikalischen Methoden, wie dem Sputtern, drei wesentliche Vorteile: erstens können die 
Abscheidebedingungen auf die physiologischen Bedingungen der Proteintemplate eingestellt 
werden, zweitens wird für den Fall der Metallisierung vor der Adsorption an ein Substrat eine 
allseitige Beschichtung des biologischen Substrates r alisiert, und drittens sind die 
charakteristischen Wechselwirkungszeiten zwischen Mtall und Proteintemplaten wesentlich 
größer, wodurch eine Reifung der entstehenden Schichtstruktur ermöglicht wird. So können 
hochsymmetrische Clusterarrays mit hohen Strukturdichten aufgebaut werden. Die einige 
Nanometer großen Cluster erfahren durch die Wirkung des biologischen Templats eine 
Stabilisierung, welche auf Festkörpersubstraten bisher nicht erreicht wurde. Die große 
spezifische Oberfläche sowie die geringe Schwankungsbreite der Teilchengrößen der 
ultrafeinen Metallcluster sind vermutlich der Grund für eine besonders hohe katalytische 
Aktivität, was für die angestrebte Sensorfunktion der metallisierten Membranproteine von 
Bedeutung ist. 
  
Als Schwerpunkt dieser Arbeit konnten in Abhängigket vom unterschiedlichen Aufbau der 
hier getesteten Pyro- und Piezosensoren verschiedene T chniken zum Aufbringen der 
Funktionsschichten vorgestellt werden. Zur Integration der S-Schichten in 
mikroelektronischen Strukturen konnte eine Methode entwickelt werden, die geeignet ist, die 
Proteine in Monolagen lokal und exakt auf den aktiven Sensorflächen zu deponieren. Hiezu 
wurden mit mikrostrukturierten PDMS-Repliken Reaktionsräume über den aktiven 
Sensorflächen geschaffen, in denen neben der direkten Assemblierung der S-
Schichtuntereinheiten auch die Metallisierungen in Mehrschrittprozessen ablaufen können. 
Gleichzeitig eröffnet diese Methode die Möglichkeit, viele Beschichtungsflächen parallel zu 
behandeln, was einen großen Fortschritt in Richtung Zeiteinsparung darstellt. Damit konnte 
gezeigt werden, dass S-Schichtproteine aus einer Lösung in homogenen, stabilen und 
technisch verwertbaren Schichten im gewünschten Größenmaßstab in Halbleiterstrukturen 
integriert und funktionalisiert werden können. 
 
Im Falle der Detektion der katalytischen Aktivität pyroelektrischer Sensoren zeigten die 
Messergebnisse, dass durch die Funktionalisierung der Sensorpixel mit metallisierten 
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Biotemplaten eine Erhöhung der Sensitivität durch erhöhte Oberflächenaktivität für 
katalytische Prozesse erzielt werden konnte (siehe Abschnitt 7.2.2). Mit Hilfe der 
Piezosensoren wurde die Massenänderung auf deren Obrfläche bei der Beschichtung und 
Metallisierung mit S-Schichtproteinen durch Resonanzverschiebung detektiert. Dabei 
stimmten die Ergebnisse der statischen Messungen sehr gut mit dem berechneten Wert 
überein. Es wurde ermittelt, dass die berechnete Masse für das S-Schichtprotein von B. 
sphaericus pro Fläche von 625 ng/ cm2 auch praktisch nachweisbar ist. Mit dynamischen 
Messversuchen wurde gezeigt, dass die Geschwindigkeit d r Assemblierung der 
Monomeruntereinheiten von der Konzentration der Proteinlösung abhängt. Auf dieser 
Grundlage könnten weitere Forschungsarbeiten anschließen, um zum Beispiel die ablaufende 
Kinetik bei der Rekristallisation der Monomere besser zu verstehen. In dieser Arbeit wurden 
bereits die Anfangsprozesse der Deposition von S-Schichtmonomeren an Substratoberflächen 
mit einem Modell beschrieben (siehe Abschnitt 6.3). 
 
Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde nur ein kleiner Ausschnitt der Einsatzmöglichkeiten 
bakterieller Zellhüllenproteine skizziert. Allein die Vielfalt der unterschiedlichen 
S-Schichttragenden Bakterienarten zeigt das enorme Forschungspotential, da sich alle 
S-Schichtproteine in ihren morphologischen und physiko-chemischen Eigenschaften etwas 
voneinander unterscheiden und weil diese Proteine durch ihr Vorkommen unter teilweise 
extremen Umweltbedingungen sehr stabil und damit technisch gut handhabbar sind. Hinzu 
kommen die großen Wissensgebiete der Kolloidchemie und der Genetik zum gentechnischen 
Design der S-Schichten, welche man in Form unterschiedlichster Metallnanopartikel mit den 
erzeugbaren Bindungsstellen an biologischen S-Schichttemplaten verbinden kann. Die 
Erforschung der daraus resultierenden Einsatzmöglichke ten wird noch einige Jahre in 
Anspruch nehmen. Einige zukünftige Einsatzmöglichkeiten für S-Schichten sollen hier 
ausblickend aufgezählt werden, um verschiedene Vorstellungsrichtungen zu vermitteln. 
 
Es laufen bereits Untersuchungen, die S-Schichten als Template für die Abscheidung von 
FePt – Nanopartikeln bzw. magnetischer Nanopartikel zu nutzen, mit dem Ziel, die Partikel 
geordnet und in hoher Dichte abzulegen. Damit wird die Möglichkeit untersucht, die 
Speicherung immer größer werdender Datenmengen auf immer kleineren Bauelementen 
realisieren zu können [118]. 
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Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Nutzung solcher S-Schichttemplate für die Abscheidung von 
Nukleationskeimen als Startpunkt zum Beispiel zur He stellung von Kohlenstoffnanoröhren 
(engl. carbon nanotubes, CNT). Das Interesse zielt h rbei auf die Möglichkeit vereinzelte 
CNT mit identischen Eigenschaften herstellen zu können. Bisher müssen nach den 
Herstellungsprozessen noch aufwendige Reinigungs- und Vereinzelungsprozeduren 
durchgeführt werden. Vielleicht bieten sich über die Templatvorgaben auch Möglichkeiten, 
CNT mit spezifischen Eigenschaften (metallisch, halbleitend) herstellen zu können, was für 
den Aufbau von Feldeffekttransistoren mittels CNT von großem Interesse ist. 
 
Eine andere technische Einsatzmöglichkeit bietet die Ausnutzung der 
Rekristallisationsfähigkeit von bakteriellen S-Schichtmonomeren und deren anschließende 
Metallisierbarkeit. Bei der Herstellung von Halbleiterbauelementen mit strukturierten 
Flächenvorgaben können durch die Anwendbarkeit von Lift-Off-Prozessen die auf den 
Biotemplaten erzeugten metallischen Nanopartikel durch Mehrfachmetallisierungen zum 
Zusammenwachsen zu wenigen Nanometer hohen, leitfähigen Schichten gebracht werden. 
Die so erzeugten Schichten sind unter Anwendung verschiedener Masken und 
lithographischer Techniken nachträglich leicht strukturierbar. Damit sind Herstellungs- und 
Reparaturmöglichkeiten von mikroelektronischen Bauteilen vorstellbar.  
 





A.1 Verwendete Chemikalien 
 
Alle Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, Taufkirchen und Merck / VWR International, 
Darmstadt bezogen. Wenn  nicht anders angegeben, wurde mit den folgenden 
Standardpufferkombinationen gearbeitet: 
 
TRIS/HCl-Puffer I:  50 mM TRIS (Tris[hydroxymethyl]aminomethan)/ HCl, 3 mM NaN3,      
      1 mM MgCl2, pH 7,4 
TRIS/HCl-Puffer II:  0,5 mM TRIS / HCl, pH 9,0 
TRIS/H2SO4-Puffer:  50 mM TRIS / H2SO4, pH 7,4 
Phosphatpuffer:  50 mM KH2PO4 / Na2HPO4, 3 mM NaN3, 1 mM MgCl2, pH 7,4 
 
Des Weiteren wurden verwendet: 
PDMS: Polydimethylsiloxan-Kit, (Sylgard 184 von Dow Corning, USA) 
destilliertes H2O, (Millipore) 
K2PtCl4:   Dikaliumtetrachloroplatinat 
Pt(NO3)2:  Platinnitrat 
HAuCl4:  Tetrachlorgoldsäure 
KAuCl4: Kaliumtetrachloroaurat 
MgCl2:  Magnesiumchlorid 
NaBH4:  Natriumborhydrid 
DMAB:  Dimethylaminoboran 
Triton X 100 
Lysozym 
 
A.2 Bakterienzucht und S-Schichtpräparation 
Die Kultivierung der Bakterien und die Präparation der S-Schichten von B. sphaericus NCTC 
9602, Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 sowie Thermoanaerobacterium 
thermosulfurigenes EM1 erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, am Max-Bergmann-Zentrum 
für Biomaterialien in Dresden und wurde von Frau Beate Katzschner durchgeführt.  
 
Zucht von Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM 1:  
 
TRIS/HCl-Puffer I:  50 mM TRIS (Tris[hydroxymethyl]aminomethan)/HCl,                     
3 mM NaN3  
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Komplexmedium: Hefeextrakt     2,00 g 
Trypton     5,00 g 
KH2PO4     3,30 g 
MgCl2 x 6 H2O    0,16 g 
   Cystein x HCl     0,50 g 
   CoCl2 x 6 H2O (50mM)   1,00 ml 
   Vitaminlösung (10 fach)   1,00 ml 
   Sporenlösung 4 (10 fach)   1,00 ml 
   Resarzurinlösung (0,1% [w/v]  1,00 ml 
   Glucose     0,50 % (w/v) 
   H2O dest.              1000,00 ml 
   pH-Wert     6,6 (KOH) 
 
Vitaminlösung: Biotin      20,00 mg 
   Folsäure     20,00 mg 
   Pyridoxin- HCl             100,00 mg 
   Thiamin – HCl    50,00 mg 
   Riboflavin     50,00 mg 
   Nicotinsäure     50,00 mg 
   Cyanobalamin     20,00 mg 
   p-Aminobenzoesäure    50,00 mg 
   Liponsäure     10,00 mg 
   Ca-Pantothenat    50,00 mg 
   H2O dest            1000,00 ml 
   pH-Wert     7,0 (NaOH), Lagerung 4 °C 
 
Spurenelementelösung: Na2EDTA x 2H2O     5,00 g 
    FeSO4 x 7 H2O     2,00 g 
    ZnSO4 x 7H2O            100,00 mg 
    MnCl2 x H2O    30,00 mg 
H3BO3              300,00 mg 
CoCl2 x 6 H2O            200,00 mg 
CuCl2 x 4 H2O   10,00 mg 
NiCl2 x 6 H2O    20,00 mg 
Na2MoO4 x 2 H2O   30,00 mg 
H2O dest          1000,00 ml 
pH-Wert     6,7 (NaOH), Lagerung 4°C 
 
• Kulturhaltung in Serumflaschen bei 4°C im Kühlschrank 
• 1000 ml Medium in einer Serumflasche wird mit 10 – 20 % einer Vorkultur beimpft 
und bei 60 °C im Vakuumofen unter Stickstoffatmosphäre 20 - 24 h inkubiert. 
 
T. thermosulfurigenes EM1 wurde anaerob bei 60°C in Serumflaschen angezogen. Die 
Kultivierung erfolgt im Fermenter mit 7 l Nährmedium unter Zugabe von Glucose, 
Vitaminlösung und Spurenelementelösung. Das Nährmedium wurde mit 10 - 20 % Inokulum 
aus einer exponentiell wachsenden Kultur beimpft. 
 
• Hauptkultur: 7 l Medium in stickstoffbegastem Fermenter mit 225 ml Glucose, 9 ml 
Resarzurinlösung, 9 ml CoCl2, 9 ml Vitaminlösung, 9 ml Spurenelementelösung und 
1- 2 l Vorkultur beimpfen und bei 60°C über Nacht inkubieren. 
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• Ernte während der späten exponentiellen Wachstumsphase (Kontrolle durch Messung 
der OD). Abtrennung der Bakterien vom Medium durch Zentrifugation: 5000 x g, 
15 min, 4 °C  
• Waschen der Zellen durch zweimaliges Resuspendieren in Standardpuffer und 
erneutes Zentrifugieren bei 7000 g, 15 min, 4°C 
 
Zucht von B. sphaericus NCTC 9602: 
 
• Nährmedium flüssig: 8 g / l NB-Medium Bacto Nutrient Broth (Pepton und 
Fleischextrakt) von Difco Laboratories, Detroit. 
• Nährmedium fest: Zugabe von 15 g / l Agar zum Nährmedium flüssig. 
• Kulturhaltung auf Agarplatten bei 30°C. 
• Vorkultur: 30 ml Medium im Erlenmeyerkolben mit Agarkultur beimpfen und bei 
30°C unter aeroben Bedingungen für ca. 10-12 h im Schüttler inkubieren. 
• Hauptkultur: 9 l Medium in luftbegaster Flasche (3 l / min) mit 30 ml der Vorkultur 
beimpfen und bei 30°C unter ständigem Rühren (240 rpm) kultivieren. 
• Ernte während der späten exponentiellen Wachstumsphase (Kontrolle durch Messung 
der optischen Dichte) durch Zentrifugation: 10000 x g, 20 min, 4°C. 
• Waschen der Zellen durch zweimaliges Resuspendieren in Standardpuffer I und 
erneutes Zentrifugieren bei 10000 x g, 20 min, 4°C. 
 
Zucht von Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980: 
• Vorkultur mit 6 x 50 ml NB-Medium Bacto Nutrient Broth (Pepton und 
Fleischextrakt) von Difco Laboratories, Detroit beimpfen. 
• 55 °C im Schüttelbad, geringe Schüttelfrequenz 
• Fermenter beimpfen, 55 °C, Rührgeschwindigkeit 50 rpm, pH 7,0 
• Ernte während der späten exponentiellen Wachstumsphase (Kontrolle durch Messung 
der optischen Dichte) durch Zentrifugation: 10000 x g, 20 min, 4°C. 
• Waschen der Zellen durch zweimaliges Resuspendieren in Standardpuffer I und 




Bacillus sphaericus NCTC 9602 
Die Schritte erfolgen aerob unter Kühlung mit Eis. Die Lagerung sollte bei 4°C erfolgen, und 
alle Lösungen sind mit Natriumazid versetzt, was da Arbeiten unter unsterilen Bedingungen 
ermöglicht. Der Zellaufschluss erfolgt unter Kühlung mit einem Microfluidizer Processor 
Small Volume. Dabei wird die Zellmasse in 200 ml Standardpuffer I resuspendiert und 
jeweils eine Spatelspitze DNAse II und RNAse zugegeb n. Die Suspension wird mittels Ultra 
TURRAX (IKA T8, IKA Labortechnik, Stauffen) homogenisiert. Während des Aufschlusses 
im Microfluidizer werden 20 ml Triton X 100 zugegeben. Dadurch wird die Plasmamembran 
abgetrennt. Die Kontrolle des Zellaufschlusses wird l chtmikroskopisch bei 1000-facher 
Vergrößerung im Phasenkontrast vorgenommen. Anschließend erfolgt eine Inkubation für 
20 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. Durch Zentrifugieren der aufgeschlossenen 
Zellen bei 14000 x g, 15 min bei 4°C erhält man eingeschichtetes Pellet. Es enthält 
unaufgeschlossene, ganze Zellen (braun) und reine Zellwände (weiß). Der braune Anteil wird 
verworfen. Die reinen Zellwände (Plasmamembran, Peptidoglykan und S-Schicht) erhält man 
durch zweimalige Zentrifugation bei 14000  x g, 15 min, 4°C und anschließendes 
Resuspendieren des weißen Pellets mit bräunlichem Saum in Standardpuffer. Der Überstand 
(fahlgelb) enthält das Cytoplasma und wird verworfen. Das weiße Pellet wird 
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weiterverarbeitet. Durch Resuspendieren des Pellets in Standardpuffer mit 3 mg/ ml Lysozym 
für ca. 6 h im Wasserbadschüttler erfolgt ein Verdau es Peptidoglykans und der restlichen 
Nukleinsäuren.  Nach anschließender Zentrifugation bei 20000 x g, 15 min, 4°C besteht das 
Pellet aus einer unteren dunklen und einer oberen wißen Schicht. Die obere Schicht wird 
nach dem Abgießen des Überstandes selektiv mit Standardpuffer resuspendiert und nochmals 
durch Zentrifugation bei gleichen Parametern gewaschen. Die Suspension enthält dann die 
aufgereinigten S-Schicht-Sheets, die für alle weiter n Experimente Verwendung finden. 
 
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes EM 1: 
Die Schritte des Zellaufschlusses sind gleich denen d r Zellen von B. sphaericus. Durch 
Zentrifugieren der  aufgeschlossenen Zellen bei 45000 g, 15 min, 4°C erhält man ein 
geschichtetes Pellet. Die helle obere Schicht wird mit Puffer abgewaschen und nochmals mit 
Triton X 100 versetzt. Der untere dunkle Teil des Pellets wird verworfen. Anschließend 4 – 
6 mal zentrifugieren 45000 g, 20 min, 10 °C und nach s hrittweiser Abkühlung auf 4 °C den 
unteren dunklen Teil verwerfen und die helle Schicht mit Puffer resuspendieren. Das so 
gewonnene helle Pellet mit 5 M GHCL versetzen und für 2 h im Becherglas schütteln. 
Anschließend mit 50000 g, 15 min, 4 °C zentrifugieren und den Überstand in eine 
Dialysekammer geben und gegen 10 mM MgCl2 über Nacht dialysieren. Den Überstand in ein 
Röhrchen geben und 3 - 6 mal bei 55000 g, 20 min, 4°C zentrifugieren. Den dunklen Kern 
verwerfen und den oberen Teil des Pellets in Puffer resuspendieren. 
 
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 
Die Schritte des Zellaufschlusses sind gleich denen d r Zellen von B. sphaericus. Die 
Suspension wird mittels Ultra TURRAX (IKA T8, IKA Labortechnik, Stauffen) 
homogenisiert. Während des Aufschlusses im Microfluidizer werden 20 ml Triton X 100 
zugegeben. Dadurch wird die Plasmamembran abgetrennt. Die Kontrolle des Zellaufschlusses 
wird lichtmikroskopisch bei 1000-facher Vergrößerung im Phasenkontrast vorgenommen. 
Anschließend erfolgt eine Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. 
Dreimalige Zentrifugation bei 15000 x g für 20 min, 4 °C, jeweils Überstand verwerfen und 
Pellet in Standardpuffer I resuspendieren. Zugabe von 6,6 M GHCl und 3 h – 6 h Inkubation. 
Anschließend zentrifugieren bei 20000 x g, 20 min, 4 °C. Überstand gegen destilliertes 
Wasser über Nacht dialysieren. 
 
A.3  Replikatherstellung 
 
Um S-Schichten auf genau definierten Oberflächenbereichen aufzubauen, werden 
Replikatstrukturen aus PDMS gefertigt. Verwendet wird dazu das Zweikomponenten-
Elastomer Kit von Dow Corning, USA. 
 
• PDMS und Vernetzer werden im Verhältnis 10:1 vermischt. 
• Die Masterstrukturen (lithographisch auf Silizium von Siemens AG hergestellt), 
werden mit einem Spezialkleber (Loctite 406 bezogen von Mercateo) in 
Probengefäßen fixiert. 
• Das flüssige PDMS-Gemisch wird darüber gegossen und 1h stehen gelassen, bis alle 
Luftblasen entwichen sind. 
• Bei 65°C für 4 h im Trockenschrank aushärten lassen. 
• Feste Elastomer-Masse vorsichtig aus dem Gefäß lösen und die Replikate mit Skalpell 
in die gewünschten Formen schneiden. 
• Zügiges Arbeiten verhindert langen Kontakt mit der Umgebungsluft. Die Replika sind 
extrem staubanziehend. 
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A.4  Hydrophilisierung von Substratoberflächen 
 
Um die Benetzung und die Adsorptionseigenschaften aus S-Schicht-Suspensionen von 
verschiedenen Substratoberflächen zu verbessern, weden diese vorher durch Beglimmen mit  
Restgasplasma aus der Luft hydrophilisiert. Verwendet wird hierzu ein Plasmaätzer, Plasma 
PrepII (SPI Supplies Division of STRUCTURE PROBE, INC., West Chester, USA). Die 
Proben werden im Glaszylinder des Gerätes deponiert und für zwei Minuten ein Vakuum 
angelegt. Das Plasma wird bei minimaler Leistung des G rätes erzeugt. Die Dauer beträgt: 
 
• für alle Siliziumsubstrate maximal 1 - 10 min 
• für alle TEM-Netzchen maximal 10 sec 
• für PDMS-Replika maximal 1 min 
 
A.5  S-Schicht Adsorption an Si-Substrate und Glimmer 
 
Für Adsorptionsversuche an Siliziumsubstraten und Glimmer wird mit S-Schicht-
Suspensionen in Standardpuffer I sowie TRIS/H2 O4-Puffer gearbeitet, deren Konzentration 
auf 1 mg/ ml eingestellt sind. Die Si-Substrate werden in Aceton mit Ultraschall und 
anschließender Spülung in Ethanol und Wasser gereinigt. Das Beglimmen der Si-Substrate 
verbessert die Benetzung der Oberfläche mit S-Schicht-Suspension und die Adsorption. Auf 
die Substratoberfläche werden maximal 40µl der S-Schicht-Suspension aufgetropft. Die 
Zugabe von Mg2+-Ionen in Konzentrationen von 1 – 10 mM erhöht den B deckungsgrad. Die 
Reaktionszeit beträgt bis zu 30 min. Um ein Austrocknen der Flüssigkeit zu verhindern, wird 
in feuchter Umgebung gearbeitet. Danach wird die Restflüssigkeit mit Filterpapier abgezogen 
und die Probe vorsichtig in destilliertem Wasser gespült und mit Stickstoff getrocknet. 
 
 
A.6 Rekristallisation von S-Schichten 
 
Zur Rekristallisation von S-Schichten werden die in Suspension vorliegenden flächigen und 
röhrenförmigen Teile zunächst in ihre Monomeruntereinh iten zerlegt: 
 
• Abzentrifugieren der Protein-Stammsuspension (4°C, 25000 x g, 45 min) (Zentrifuge: 
Biofuge Stratos Heraeus) 
• Zweimal in destilliertem Wasser resuspendieren 
• Pellet direkt in 5 – 6 M Guanidiniumhydrochlorid (GHCl) in TRIS/HCl-Puffer 
auflösen 
• Inkubationszeit 2 h bei Raumtemperatur 
 
Um die Monomerlösung zur Rekristallisation einsetzen u können, muss die Fähigkeit zur 
Selbstassemblierung der Untereinheiten wieder hergestellt werden. Dies erreicht man durch 
Entfernung der chaotrophen Substanz (GHCl) mittels Dialyse: 
 
• Slide-A-Lyzer Dialysis Casette 10kD (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, USA) 
vor Benutzung 5 min im Dialyspuffer hydratisieren 
 
• Dialysat einspritzen  
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• Dialyse gegen gekühlten TRIS/HCl-Puffer II für maximal 2 Stunden bei intensivem 
Rühren, wobei die Pufferlösung einmal ausgetauscht werden sollte 
 
• Dialysierte Monomerlösung auf die gewünschte Konzentration einstellen 
 
Die Rekristallisation erfolgt direkt an der beglimmten Substratoberfläche aus einer 
Proteinlösung mit einer Konzentration von 0,1 bis maxi al 1 mg/ ml. Im Falle der 
Rekristallisation in Mikrokavitäten müssen die PDMS-Replikate vorher beglimmt werden. 
Das Dialysat wird auf die Oberfläche getropft, und zur Initiierung wird MgCl2 zugegeben, so 
dass die Endkonzentration 1 mM beträgt. Für eine vollständige Bedeckung der Oberfläche 
sollte die Rekristallisationszeit 20 – 24 h betragen. Hierbei ist das Eintrocknen der Lösung 
durch das Schaffen einer feuchten Umgebungsluft (feuchte Kammer) unbedingt zu 
verhindern. Die restliche Flüssigkeit wird danach abgezogen und die Probe vorsichtig in 




Für Strukturuntersuchungen an S-Schichten mittels Transmissionselektronenmikroskopie 
werden diese auf TEM-Netzchen adsorbiert und negativ kontrastiert: 
 
• Adsorption bzw. Rekristallisation des Proteins (10 – 20 µl) auf dem beglimmten 
TEM-Netzchen (Cu oder Au mit amorphem Kohlefilm) 
 
• Restflüssigkeit vorsichtig seitlich mit Filterpapier abziehen 
 
• 7 µl 2,5 %ige Uranylacetatlösung (UA) zugegeben, die Probe sollte zuvor nicht 
trocknen 
 
• Nach 20 sec wird der Tropfen seitlich mit Filterpapier abgezogen und die Probe 
luftgetrocknet. 
 
Eine andere Möglichkeit des Kontrastierens bietet di  Photoaktivierung von S-Schichten. 
Hierzu werden die mit S-Schichten belegten Proben mit einem Tropfen einer 10 mM Pt(NO3)2 
versetzt und für 3-5 min einer UV-Bestrahlung (100 W Quecksilberlampe, Abstand ca. 
10 cm) ausgesetzt. Die restliche Flüssigkeit wird dann abgezogen und die Probe 
luftgetrocknet. 
 
A.8 Metallisierungsanleitung für Pt-Nanocluster 
 
Die Komplexlösung K2PtCl4 wird 24 h vor ihrer Verwendung hergestellt, damit sich das 
Hydrolysegleichgewicht der vier Liganden des Metallkomplexes einstellen kann. Die 
Metallisierung von Sheets kann in Lösung oder am Substrat erfolgen. In Lösung aktivierte 
oder metallisierte S-Schicht-Stücke neigen zur Agglomeration. Für die hier beschriebenen 
Untersuchungen wurde die Metallisierung sowohl in Lösung als auch nach Adsorption oder 
Rekristallisation an Substraten vorgenommen.  
 
Aktivierung: 
Nach Adsorption der S-Schicht an Substratoberflächen (die Probe sollte danach nicht 
austrocknen!) wird die 3 mM Metallsalzlösung zugegeben, so dass die Substratoberfläche 
bedeckt bzw. das ganze Substrat in die Lösung getaucht ist. Nach einer 24-stündigen 
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Inkubation ist die maximal mögliche Anzahl von Komplexen an das Protein gebunden. Die 
Aktivierung muss in dunkler Umgebung stattfinden, da Platinsalze photosensitiv sind. 
 
Metallisierung: 
Reduktion mit DMAB: Nach dem Abziehen der überschüssigen Flüssigkeit werden 10-50 µl 
10 mM DMAB zugegeben. Die Reduktion läuft innerhalb einer Minute ab. Oft ist eine 
Dunkelfärbung der Substratoberfläche zu beobachten. Die überschüssige Flüssigkeit wird 
danach abgezogen und die Probe nach kurzem Spülen mit Stickstoff getrocknet. 
 
Reduktion durch UV-Bestrahlung: Auf die Substrate mit adsorbierten S-Schichten wird eine 
ausreichende Menge 10 mM Pt(NO3)2 gegeben und einer starken UV-Strahlungsquelle für 
mehr als 5 min ausgesetzt. Durch Photoreduktion bilden sich auf der benetzten Oberfläche 
Pt-Nanocluster. 
 
A.9 Metallisierung mit Au-Nanoclustern 
 
Der pH-Wert der reinen Goldsäure liegt unterhalb des Stabilitätsbereiches der S-Schichten. 
Deshalb wird zur direkten Goldclustersynthese eine 3 mM oder 10 mM HAuCl4- oder 
KAuCl4-Lösung mit pH 9,0 durch Zugabe von NaOH hergestellt. Nach Adsorption oder 
Rekristallisation der S-Schichten an Substratoberflächen werden diese mit der Lösung 
bedeckt und über 16 bis 20 h inkubiert. Zur Reduktion wird 10 mM DMAB zugegeben und 
die Probe anschließend gespült und getrocknet. 
 
A.10 Dekoration mit Au-Nanoclustern 
 
Zur Dekoration der S-Schichten können verschieden hergestellte Goldsole eingesetzt werden. 
Die Auswahl ist abhängig von der gewünschten Größe und Form der Cluster sowie deren 
Oberflächenladung. Die Dekoration der S-Schichten erfolgt durch die Zugabe von 50 µl 
S-Schichtlösung (c~1mg/ml) zu den jeweils aufgeführten Lösungskonzentrationen oder durch 
Auftropfen der Kolloidlösung an bereits am Substrat adsorbierten S-Schichten. 
 
a) Citrat-Reduktion 
Eine bekannte Methode ist Herstellung eines Goldsoles durch Zugabe von 1,0 mM 
Natriumcitrat zu einer 0,5 mM HAuCl4-Lösung. Anschließend wird für eine Stunde auf über 
80°C erhitzt (ENÜSTÜN & TURKEVICH 1963). Nach der Reaktion zeigt die Kolloidlösung 
eine charakteristische Purpurfärbung.  
Folgende Konzentrationen wurden für die Citrat Reduktion eingesetzt: 40 µl Na-Citrat 
(1 %ig) und 200 µl KAuCl4 (0,01 %ig) wurden im Reaktionsgefäß vermischt und 10 min zum 
Kochen gebracht. Nach Abkühlen der wurden 10 µl 11-Mercaptoundecansäure 
(Schutzkolloid) zugegeben.  
 
b)Natriumborhydrid-Reduktion 
Folgende Konzentrationen werden zur Natriumborhydrid Reduktion eingesetzt: 54 µl 50 mM 
KAuCl4-Lösung werden mit 400 µl frischer 0,1 M Natriumborhydridlösung versetzt. Sofort 
ist eine dunkle Verfärbung der Lösung zu sehen. 
 
c) Tannin-Reduktion 
Für die Reduktion  mit Tannin, einem handelsüblichen Gerbstoff, werden 50 µl 0,1 %ige 
KAuCl4-Lösung mit 40 µl 1 %ige Tanninlösung vermischt. 
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d) Tannin-Citrat-Reduktion 
Folgende Konzentrationen werden für die Tannin-Citrat Reduktion eingesetzt: 40 µl Na-Citrat 
(1 %ig) werden mit 160 µl K3CO3 (1 %ig) und 160 µl Tanninlösung (1 %ig) sowie 200 µl 
3 mM KAuCl4-Lösung vermischt. Danach werden 50 µl S-Schichtlösung c~1 mg/ ml 
beigefügt. Mit einem Mischungsverhältnis Tannin zu Citrat von 4:1 konnten sehr gute 
Ergebnisse erzielt werden. 
 
e) H2O2- Reduktion 
Eine 0,2 %ige HAuCl4-Lösung wird mit 30 %ig H2O2 versetzt. Nach dem Ablauf der 
Reduktion: 2 HAuCl4 + 3 H2O2  →  2 Au    + 8 HCl + 3 O2   erhält man ein Goldsol. 
 




Abb.1:  Zeichnung eines 20 Pixel Sensors (violett) mit Design für die Masterstrukturen (gelb). 
Anschlusskanäle mit unterschiedlicher Breite: 10 µm an den Pixeln Nr. 1 und 6 
         15 µm an den Pixeln Nr. 2 und 7 
             20 µm an den Pixeln Nr. 3 und 8 
             25 µm an den Pixeln Nr. 4 und 9 







Abb.2:  Die 4 Varianten des Entwurfes für Masterstrukturen. 
 Variante 1: Reaktionsraumdurchmesser 540 µm, Anschlu s gerade 
 Variante 2: Reaktionsraumdurchmesser 540 µm, Anschlu s 65° Winkel 
 Variante 3: Reaktionsraumdurchmesser 240 µm, Anschlu s gerade 
 Variante 4: Reaktionsraumdurchmesser 240 µm, Anschlu s 45 ° Winkel 






Abb.3:  Stereomikroskopische Aufnahme der 4 Varianten als Masterstruktur auf Silizium.  
 Variante 1: Reaktionsraum 540 µm, Anschluss gerade 
 Variante 2: Reaktionsraum 540 µm, Anschluss 65° Winkel 
 Variante 3: Reaktionsraum 240 µm, Anschluss gerade 





Abb.4: Mit TAMRA befüllte PDMS-Replik von Masterstruktur, d = 540 µm, Zuflusskanäle gerade. 
Vorbereitung TAMRA: 1 Aliquot mit 50 µl DMSO gelöst und mit 100 µl dest. Wasser verdünnt 
(violett). Vor jede der 4 verschiedenen Strukturen wurden 7 µl der Farblösung gegeben. Die Befüllung 
der Reaktionsräume war augenblicklich sichtbar, es sei denn, die Kanäle waren verstopft oder nicht 





Alle in dieser Arbeit gezeigten Bilder wurden mit dem Programm WSXM bearbeitet. WSXM 
ist ein freeware Programm zur Auswertung von atomkraftmikroskopischen Aufnahmen, 
basierend auf dem MS-Windows Betriebssystem. Es ist zur Untersuchung und Visualisierung 
von Aufnahmen mit Strukturen im Nanometerbereich geei net. Eine kurze Beschreibung 
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